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Abreviaturas:

AIMV: virus del mosaico de la alfalfa.

BYDV: virus del cnanismo amarillo de la ccbada.
BWYV: virus del amarillamicnto de la remolacha.
CMV: virus del mosaico del pepino.

EDTA: 4cido ctilendiamino tetracético.

GUS: cnzima f3-glucuronidasa.

kDa: kilodalton.

Km: sulfato dec kanamicina.

kpb: kiloparcs dc bases.

LB: medio dc Luria- Delbruck.

MOPS: 4cido 3-(N-morfolino) propano sulfénico.
NC: no codificantc.

nt: nucledtido.

ORF: marco abierto de lectura.

PCR: rcacciOn cn cadcna de la polimerasa.

pb: pares de bascs.

PLRYV: virus del cnrollamiento de la hoja de papa.
SDS: dodccil sulfato de sodio.

TEV: virus del grabado ("etch”) del tabaco.
TMV: virus del mosaico del tabaco.

TRIS: hidroximelilaminomelano.

X-Glu: 4cido 5-bromo-4-cloro-BD-Glucurdnico.



Indice



INTRODUCCION:

A) EL CULTIVODE PAPA: ...ttt 1
B) TRANSFORMACION DE PLANTAS POR AGROBACTERIUM
TUMEFACIENS: ...ttt ettt ettt et s e 3
B 1) EIPI&SMIdo Ti: coveeieicciiiiiciee i 3
B 2) Colonizacion genCliCa: ... ......ovvieieieiee e 5
B 3) Mccanismos molcculares de la transferencia del T-DNA: ..., 6
B 3. 1) Genes de virulenClas ....o.oovveeiiveieeeeee e e 6
B 3. 2) Regulacion de los genes de virulencia: ..o, 6
B 3. 3) Procesamicnto del T-DNA y transferenciac......oeeeeceeciecennnne. 8
B 4) Transformacion por Agrobaclerium: .............cccccveiniieieniieiiiniene 10
B 4. 1) Gencralidades. ....oooveveeeeeeeoee e e e v 10
B 4. 2) Veclores intermediarios utilizados en la transformacién de
plantas mediada por Agrobaclerium: ..ot (B
B 4. 3) COCUIIVO: oottt ettt e e e e e senens 14
B 4. 4) Regeneracion de las células transformadas: ... 15
B 4. 5) Célculo de la cficiencia de transformacion: ........ccc.occveevveennns 15
B 5) Transformacién genélica de papa:.........ccccoocveeeiiiiieveii i 16
C) OBTENCION DE PLANTAS RESISTENTES A VIRUS: .....cccoiniiiiiiiiinen 17
C 1) Luteovirus y el Virus del Enrollamicnto dc la hoja de la papa:................. 17
C LDSIntomatologfa: .......coooeeeiiiiiiie e 18
C 1. 2) Organizacion genOmICA: ....c.cvevvvveriivrniieiriee et 19
C 1. 3) Estrategias de cxpresion génicas:.......coocevvveeevviernnnieenennieenneens 21
C 2) Resislencia natural @ VITUS:........ocooviiiiiieiiiiircieeccreeeee e 23
C 2. 1) Resistencia de la planta no-huésped:.......oooeeviiiiiiccivieniennenn, 24
C 2. 2) Resistencia adquirida:.........coooeeeiieniinniienniinicienience e 24
C 2. 3) Resislencia genética de un cultivar: .........ooveiieeeeeevnieeienen, 24
C 3) Genética de la resistencia de plantas a Virus: ......occeeeveeeeeieecenieveensieenens 25
C 4) Proteccion cruzada ClASICA: .....ooovvieeeriiiirieeee et 26
C 5) Mejoramicnto genético para obtencr resistencia a PLRV: .............cc........ 28
C 6) Oblencidén de plantas transgénicas resistentcs a Virus: ........occvveveevveecveennens 29
C 6. 1) Expresion dc la protefna de capside. .....c.oovevieiiiiiiiiniinniennnen. 30
C 6.2) Expresién de RNA antisentido de cépside: .........occooeeveeiennnnen. 34
C 6. 3) Expresion de Salélites. ....ooovveivvverieiiiiniiiiiirerieieece e 34
C 6. 4) Expresion de la replicasa viral. ..., 35
C 6. 5) Expresion dc 1a nucleocdpside: ..........cccoovveiiiiiiniinnieenninieeeninnn. 37
C 7) ObBJCUVOI ittt ettt te s evbesabesebe s s e sasessaenneeas 38

D) OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA RESISTENTES A INSECTOS POR

EXPRESION DE LA DELTA-ENTOMQTOXINA DE BACILLUS

THURINGIENSIS: ......ooooeieeeieiieeieeeeeeeeeiis ettt sas bbb ssaa s s e e sasenasansasanes 39
D 1) INITOAUCCION: .ccoeeieeeee et ettt et e e e e e e et b s reeeserannnnees 39
D 2) La toxina de BT como inseclicida biolOgIiCO. .....c.oooeevvveeeiiiniiiininieennnnenen. 4()



D 3) Plantas INSCCUCTURS. ...evvneieiieeieeee et e e e e et ireeersesersssenssinsssensseresseessaanens 4()

D 4) InSCClOS MINAAOTES. .....vvivreiiieieeitiiiieieeeee e e e e eeeeeererreeeeeeee s aeeesseee s e nnes 44
D 5) ObJCUVO: Lot e e e rer e e e 45
E) OBTENCION DE PILANTAS DE PAPA RESISTENTES A HERBICIDAS
POR EXPRESION DEL GEN BAR: ...t seenens 46
E 1) INTOQUCCION: ....ocoiiiiiiiiiiiiiieiieeiieeeeeei ittt e nvvseeessvaa b a e e e e e e eereatsesnas 46
E 2) ODJCUVO: ..ottt ee et e e e e e e e e an s 47

MATERIALES Y METODOS:

1) REACKHIVOS: ..ottt e e e e et e et e e e e e e e e s e st eeanaeseseesnrtaneessannaeennns 48
2) Genotipos vegetales Cmpleados: .. ..o 48
3) Transformacion de Papa:........ccooiiiiiiiiiiiice e e 48
3. 1) Condiciones de crecimicnto de las plantas micropropagadas.................... 48
3. 2) Transformacion dc discos de hojas de papa por Agrobacterium:.............. 51
3.3) Regencracion de plantas de papa a partir de tubérculo ..., 51
3.4) Cepas de Agrobacterium ulilizadas :..........ccoovvvviiiiniiiiiiieeciere e, 52
4) Chequco de las plantas transformadas: ..........cccovvveerieriinnieeesie e e 54
4.1) Mecdicién de actividad de ncomicina fosfotransferasa (NPT Il):................ 54
4.2) Detcrminacioén de la actividad bglucuronidasa (GUS):.........ocoveveinnennnne 55
4.3) EXtracCion de DINA ... ..ttt e e s s e e s e e anaarene 56
4.4) Restriccion de DINAL ottt 57
4.5) SOULNCTI DlOL: ..ottt e ettt e et sesessernansseeeeanes 57
4.6) EXITacCION e RN A oottt re e e e s e e e e e aaeaaens 57
AT NOThETN DIOU . a e 58
4.8) Amplificaci6n dc una regién de la toxina de Bacillus thuringiensis
por PCR para usar como SONda: ........c.ccccovviiininiennincenecineeneceresre e 59
4.9) Sondas utilizadas cn Northerns y Southerns:........cccocvvieeveiiniciinennenee. 59
4. 10) Hibridacitn y lavados de Southerns y Northerns: ..........c.cccovvevinennne. 60
5) Clonado dcl gen de la cdpside del PLRV i 60
5.1) Amplificaci6n y clonado del gen de cdpside de PLRV:.......c.oocvrninnnei. 60
5.2) Transferencia de colonias a nIrocelulosa: ... . .o eeveeeeereee e 63
5.3) Marcado de DNA ¢ hibridaCion ..........ccoiiiveiiieieeeieeeee et 63
6) Secuenciacién de DNA de doble cadena: .........oooevviiiiiiiniinenicecceeeeene 64
7) Construcci6n del pldsmido pBIcpPLRYV y su introducci6n en Agrobacterium
TUINMESACTONS: ..ottt eete e e ee e e s e tb et e e s s enabaeeee s asneeessanasnaneenans 65
7.1) Construccion de pBICPPLRV: ... 65
7.2) Transformacion dec Agrobacterium tumefaciens. ....................ccccoviueeennnn... 65
8 ) Inmunodeteccion de la protefna expresada por las plantas transgénicas para la
porcion téxica de la protcfna de Bacillus thuringiensis. .............cccccovveieeinnviencninnenennnn. 66
9) Actividad biolGgica dc las plantas transgénicas para ¢l gen dc cdpside frente al
desaffo con 4fidos infectados con PLRV. ..o 67

10) Ensayo de sensibilidad de larvas dc polilla del tomate a la toxina expresada



10) Ensayo de resistencia de plantas transgénicas en macela a fosfinotricina:.............. 68
RESULTADOS:

A: OBTENCION Y EVALUACION DE PLANTAS DE PAPA

TRANSGENICAS: ...ttt eea e st s e saaa e 69
A 1) Puesta a punto dc la transformacién de Solanum tubcrosum cv.
HUINKUI-MAG : ..ot 69
A 2) Pucsla a punto de la determinacién de aclividad neomicina
fOSTOSIOrANSICIASA: ... 75
A 3) Pucsla a punto de la técnica de Northern blot para detectar RNAs
11110 111103 0 SO OO OSSP 77

B: OBTENCION DE PLLANTAS DE PAPA TRANSGENICAS EXPRESANDO

EL GEN DE CAPSIDE DE PLLRV: L..oiiiiiiicirceeeeeteeeeecccertsceeeceeven e 81

B 1) Clonado y sccucnciacion del gen de cdpside de PLRV: ..., 81
B 1.1) Estrategia gencral:..........oooiiviiiiiiiiiieieeeeceeceecen e 81
B 1. 2) Amplificacién y clonado del gen de cépside: ..o 82
B 1. 3) Secuenciaci6n del gen de la cdpside de PLRV:......................... 84

B 2) Construccién de un vector adecuado para la expresién del gen de

cdpsidc dc PLRYV cn plantas transgénicas............ccovveieeeriieviiiiineineiiieeeee e, 89
B 2. 1) Estrategia gencral: .......cooooieiiiiiiiiiiieeeeeee e 89
B 2. 2) Construccién del pldsmido pBICpPLRV: .........cocoivvivivieec, 90
B 2. 3) Transformacién de Agrobacterium tumefaciens LB4404
con PBICPPLRV ..o, 92
B 2. 4) Chequco de pBIcpPLRYV por restriccién ¢ hibridacion:............. 92

B 3) Obtencion de plantas de papa transgénicas para el gen de cdpside de

PLRV . ettt sr e e 94
B 3. 1) Transformaci6n dc hojas de Huinkul-MAG con
PBICPPLRV: Lot 94
B 3. 2) Chequeo de las plantas dc papa transgénicas para el gen de
cdpside de PLRYV: ..ottt 95

B 4) Actividad biolégica de las plantas transgénicas para ¢l gen dc cépside

frente al desaffo con dfidos infectados con PLRV: ... 97

C: OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSGENICAS RESISTENTES
A INSECTOS POR EXPRESION DE LA DELTAENDOTOXINA DE

BACILLUS THURINGIENSIS..........oooooiiiiiiiiiiiiieeiteieteeeeeeeee s 105
C 1) Obtencion de plantas transgénicas paracl gen hr 884 .....ccoovvniieneenne. 105
C 2) Evaluaci6n de las plantas transgénicas: .......c..c.ccoovierieeeinrnrccicreneeenee 105
C 2.1) Ensayo de actividaq del producto del gen marcador (NPT
I) cn las plantas transgénicas para el gen bt 884 ..ol 106
C 2.2) Detecci6n del transgén de la cntomotoxina y de su
transcripto por Northern y Southern: ... 106

C2.2.1) Ampllfu.aclén dc la porci6n téxica del gen bt 2
por PCR: ............., PRreee et ee e e e e e et e ee s st b b et e e s e e g e s e e e e esenas 107



C 2.2.2) Detecci6n del gen br 884 en el genoma de las

plantas transgénicas mediante Southern: ... 107
C 2.2.3) Northern: Deteccién del mRNA correspondicntc al
genbr884cen Alfa l y Alfa2: o 108
C 2.2.4) Inmunodot: Deteccion de la entomotoxina de BT
en Alfa Ty AHa 2 .. 109
C 3) Biocnsayo de las plantas transgénicas: Scnsibilidad dc larvas dc
polilla del tomatc a la ingesta de hojas dc las plantas transformadas: ............... 110

D: OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSGENICAS RESISTENTES

A HERBICIDAS TOTALES: ..ottt 114
D 1) Obtenci6n de plantas de papa transgénicas para cl gen bar: ..................... 114
D 2) Chequeo in vitro de la resistencia a f0s{inotricina:..........coccooeeeennieeenn. 114
D3) Chequeo in vivo de la resislencia a fosfinotricina: ... 119
DISCUSION:
A) Transformacion de PaPa:.......c.cocovieiimiiriiiiiiiniieie e sree e eeaeas 122
B) Resistencia a PLRYV por expresion de prolefna o antimensajero de cdpside:............ 124
B 1) Propucstas para el mecanismo de proteccion a PLRV: ... 128
C) Resislencia a inseclos por cxpresion de la delta-entomotoxina de Bacillus
PRUFTIGIERSIS: ...ttt et ettt eb et ettt e ettt e et aeaesbeaesaneean 129
D) Plantas resistentes a fosfinotricina por expresion del gen bar: ... 131
CONCLUSIONES.........coiiiiii ittt ettt esaeneneneas 132
BIBLIOGRAFIA. ..ottt sttt st ettt 133

RESUMEN. ...ttt ettt 153



Introduccion



A) EL CULTIVO DE PAPA:

La papa es el cuarto cultivo en orden de importancia mundial luego del trigo, el maiz y el
arroz (Ross 1986). Es un cultivo originado en Sudamérica donde se cultiva desde 200
afios antes de Cristo (Scott, 1976). El consumo en la Argentina alcanza los 75 kg per
capita por afio. Se cultivan aproximadamente 100.000 ha (en algunos lugares hasta dos
veces al afio) no solamente en el sur de la Provincia de Buenos Aires, sino también en
Mendoza, Cordoba y Santa Fé para satisfacer esta demanda interna. Algunas regiones
(Malargiie, Catamarca, Tafi del Valle) se han especializado no en la produccion de papa
para consumo, sino en la multiplicacion de papa para semilla aprovechando condiciones
ecologicas especificas. Las variedades de papa mas cultivadas en la Argentina son:
Spunta (de origen holandés), Huinkul-MAG (argentina, material utilizado para este
proyecto), Kennebec (canadiense) y Ballenera, en el orden mencionado.

El cultivo resulta seriamente afectado por patdgenos, insectos y malezas que aumentan
los costos de produccion, reducen el rendimiento y la calidad y obligan al uso de
agroquimicos que contaminan el ambiente y afectan al ecosistema.

Entre las enfermedades economicamente mas importantes se encuentran las virosis.
Debido a que los perjuicios ocasionados por las enfermedades virales en papa se
producen en la infeccion secundaria y los sintomas en la infeccién primaria son suaves y
por lo tanto dificiles de detectar, estas enfermedades estan ampliamente distribuidas en
las zonas donde se cultiva papa.

Las infecciones virales producen pérdidas economicas significativas de dos formas:

a) directas, a través de una disminucion del rendimiento

b) indirectas, a través de un incremento en los costos de produccion de papa-semilla libre
de virus y limitaciones en la exportacion de material enfermo.

Estas ultimas se deben a que las papas se multiplican clonalmente sembranda tubérculos
o trozos de tubérculos. Este método de propagacion favorece la transmision y
diseminacion de los patogenos almacenados. Actualmente el control es muy costoso pues
se baga fundamentalmente en la siembra de material sano (fiscalizado y certificado) y en
prevenir la introduccion de virus de fuenfes externas (Johansen y col. 1984). La
produccion y distribucion de material vegetal libre de virus forma, por lo tanto, la base
de las medidas de control. El costo de produccion que agrega este método de control
puede estimarse si se tiene en cuenta que Ja produccion y multiplicacion de papa-semilla
de sanidad controlada es una actividad especifica que por si sola alcanza valares de u$s

25 millones por afio en la Argentina.



Una solucién para disminuir los costos de este control es la utilizacion de variedades
resistentes. El mejoramiento por incorporacion de genes de resistencia ha sido intentado
para la mayoria de los virus de importancia econémica. Sin embargo, la obtencion de
nuevos cultivares se ve dificultada por la complicada genética de la papa (es un
tetraploide), la dificultad de algunos cruzamientos intcrespecificos con las especies que
poseen los genes de resistencia y el tiempo que llevan los retrocruzamientos. La
adopcion de las nuevas variedades mejoradas, por otra parte, no es facil debido a que los
genes de resistencia suelen estar ligados a otros que confieren caracteristicas indeseables
y, fundamentalmente, que tanto el productor como los procesos industriales son muy
conservativos y se apegan mucho a ciertos cultivares tradicionales (que son en realidad
hibridos que combinan caracteristicas deseables en forma epistatica, de modo tal que se
pierden en los cruzamientos y resulta muy dificil reconstruir nuevamente el hibrido
original).

Las técnicas de ingenieria genética como la transferencia de DNA mediada por
Agrobacterium tumefaciens demostraron ser de gran utilidad para introducir genes de

interés sin alterar el fondo genético de los cultivares preferidos por el agricultor.



B) TRANSFORMACION DE PLANTAS POR AGROBACTERIUM TUMEFACIENS:
B 1) El plasmido Ti:

Mas de 80 afios atrds, Smith y Townsend (1907) publicaron un artfculo ¢n donde presentaron
evidencias de que la bacleria hoy llamada Agrobacterium tumefaciens es cl agente causal dc la
agalla dc corona, cnfermedad neopldstica, ampliamente distribuida.

A partir de allf, un gran nimero de cientfficos focalizaron su atencién ¢n este microorganismo y
cstudiaron los mecanismos molcculares del proceso de induccién de la agalla de corona.

Un avance clave se¢ produjo hacc unos 18 afios, cuando se descubri6é que las cepas virulentas de
A. tumefaciens poscfan un megapldsmido que contenfa genes involucrados cn la inducci6n de la
agalla (Zaenen y col. 1974). Debido a su rol en la induccién de tumorcs en plantas, este pldsmido
fuc llamado Ti (inductor de tumorcs).

Las células de las agallas de corona son tumorales, es decir que son capaces de proliferar
aul6énomamente cn la ausencia de las fitohormonas (auxinas y citoquininas) requeridas para cl
crecimicnto de las células de plantas normales. Otra caracterfstica de cstas células es que
producen y cxcretan derivados dc azidcares y aminodcidos que no son sintetizados por las células
normales (Tempé y col. 1982). Estos compucstos especfficos de tumor son Hlamados opinas. Uno
de los primeros compucstos caraclerizados fue la octopina, un producto formado por la
condensacidn dc arginina con 4cido pirdvico. El tipo de opina formado por las células de las
agallas de corona dependcen de la cepa infecciosa dc Agrobacterium. Asf, las distintas ccpas
pueden scr clasificadas, segun cl tipo de opinas que produzcan los tumores causados por cllas,
como cepas del tipo octopina, nopalina, succinamopina o leucinopina.

El hecho de que las células de la agalla de corona dificran de las normales en estas dos
caracterfsticas, motivé la bisqucda de DNA dc Agrobaclcerias en las células de la agalla. Usando
el método de Southern, se encontré que las cepas con pldsmidos del tipo de octopina, eran
excepcionales ya que dos scgmentos del pldsmido Ti sc transferfan a las células de mancra
indcpendiente. Uno de estos pedazos, ¢l T, DNA result6 ser oncogénico para la célula. El otro
scgmento, cl TR no tenfa propiedades oncogénicas. TR eslaba invariablemente presente cn las
células dc la agalla dc corona producidas por pldsmidos del tipo octopina. En todos los casos el
T-DNA se hallaba en cl genoma nuclear de las células, y nunca ausente o en organclas. Se
cncontré que el T-DNA corresponde a un segmento preciso del pldsmido Ti, y que no ocurren
permutacioncs cn su integracién cn cl genpma de la planta. La sccuenciacion de las regiones T
de distintos plasmidos Ti demostré que cspas rcgiones estdn bordeadas por una repeticiin directa
de 24 pb. Como ninguna Ifnca tumoral coplenfa sccuencias originalmente por afucra dc estas



repeticiones directas, fue légico asumir que cslas regionces repetidas funcionaban como sciiales
de reconocimicnto para ¢l aparato de transferencia.

El T-DNA contienc una scrie de gencs que se cxpresan cn las células transformadas. Estos genes
son reconocidos por faclores de transcripcién de 1a planta. Mediante andlisis de sccuencia se
demostrd que, efectivamente, cstos genes bacterianos tienen sciiales de expresidn cucariotas,
como por cjemplo sccuencias consenso del tipo TATA "box" para la iniciacion de la
transcripcion y AATAAA involucradas con la lerminacién de la traduccion y la poliadenilacion.
Adcemés de estas secuencias comunces los genes codificados cn el T-DNA ticnen sccucncias
rcgulatorias cspecfficas que dificren de gen en gen y quc hacen que su nivel de expresion sca
controlable por compucstos especfficos de tejidos o seiiales especfficas como las fitohormonas.
A pesar dc csto, la expresion estd también influida por las sccuencias cromosimicas vecinas.
Este cfecto de posicion puede incluso producir un silenciamicnto completo de los genes. Las
bases moleculares de este fenémeno son desconocidas pero se cree tienen que ver con la
cstructura de la cromatina en ¢l sitio de insercion. Han habido intentos para corregir los cfectos
de posici6n cn plantas. Se han aislado regiones cromosOmicas de anclaje al esqucleto nuclear
("nuclcar scaffold attatchement regions”) de plantas (Hall y col. 1991) y recientemente sc
demostré que ¢l DNA que conticne cslas regiones pucde corregir los efcclos de posicién de
genes reporteros en plantas transgénicas (Breyne y col. 1992).

La expresion de los genes del T-DNA estd, ademds, influida por 1a metilacion del DNA, dado
quc el tratamicnto de Ifneas en donde estos genes no se expresan con agenltes demetilantes como
la 5-azacilidina pucden recuperar la cxpresion génica (van Slogteren y col. 1984).

La integracion del T-DNA ocurre al azar cn ¢l genoma, por recombinacion ilegftima cn zonas
corlas dc homologfa y cs acompaiiada por delesiones pequeiias (dc entre 29 y 73 pb) cn cl sitio
de inscrcion. Las regiones transcripcionalmente activas son "preferidas” debido a que son més
accesibles a la invasion por DNA cxd6geno debido a la desorganizacion de los nucleosomas y
otras estructuras de la cromatina (Zambriski, 1992).

En cl T-DNA hay genes involucrados con la sfntesis de opinas y con ¢l crecimicnto cn ausencia
de fitohormonas. Por mutagénesis cn pldsmidos de octopina sc vié que cn la regién TR habfa
genes responsables de la produccion de agropina y mannopina micntras que un gen de la region
TL cra necesario para la formacién de octopina.

Mutaciones en 3 loci de la region T, dicron lugar a cambios en la oncogenicidad. Dos dc estos
genes fucron Hamados genes aux y cl teregro eyf. Los mulantes aux inducian tumores "lallosos”.
Més larde se los llamé mms (por "tumor marphology shoot”) o shi (por "shoot inhibition™). La
expresidn de los gencs aux en E. coli reve|6 que juntos mediaban una vfa de sintesis de la auxina
4cido indolacético (AIA). La protefna codjficada por cl gen aux! ¢s una mono-oxigenasa capaz.

dc convertir triptofano cn indolacctamida (IAM), por lo que ahora se llama igaM a cste gen



(Thomashow y col. 1986). La enzima codificada por ¢l gen aux2 tiene actividad hidrolasa y es
capaz. de convertir IAM en ATA. Ahora sc lo llama gen iaaH (Schrider y col. 1984). Esta vfa dc
sfntesis de AIA no ocurre normalmente cn plantas.

El mutante ¢yr formaba tumores "raizosos". Mds tardc sc lo llamé gen tmr (por "tumor
morphology root”) o roi (por "root inhibition"). La cxpresion del gen cyr en E. coli demostré que
la protefna codificada por este gen cra la isopentenil-transferasa, (Barry y col. 1984), cnzima
capaz de catalilzar la formacidn de citoquinin isopentenil-AMP a partir de isopentenil-
pirofosfato y AMP. Es por eso que al gen cyr sc lo llama actualmente ipt.

LLa sobreproduccion de una auxina y de una citoguinina es la responsable de la proliferacion de
las c€lulas de la agalla de corona.

Ademds de los genes mencionados, la region T de los pldsmidos de octopina conticne algunos
genes de funcion desconocida. La inactivacion de cstos gencs no afccta la oncogenicidad de la
bacteria.

Uno de cstos genes, cl 6" ticne un efecto oncogénico solo en ciertas cspecics, aun en ¢l caso ¢n
que no estén presentes otros genes del T-DNA. Otro de cstos genes, cl 5 codifica para una
enzima capaz. de formar 4cido indol-I4ctico, que es un inhibidor dc la respucesta a auxinas y por
lo tanto un modulador de los cfectos de un exceso de auxina (Hooykaas y col. 1992).

Las regiones T de los pldsmidos Ti de succinamopina, nopalina y lcucinopina llcvan genes ipt,

iaaH ¢ iaaM rclacionados con aquellas de los pldsmidos lipo oclopina.

B 2) Colonizacion genética:

El proceso de induccidn de la agallas de corona consiste en un ndimero de pasos discretos y
definidos:

Tanto para permitir la cntrada de las bacterias como para que sc induzca cl sistema de virulencia
de las mismas, es nccesaria la herida de la planta (Braun y col. 1947) (ver seccion C 3. 2). Las
bacterias multiplican en la savia y sc pegan a las paredes dc las células cn la herida (Lippincott y
col. 1969). A continuacidon cl T-DNA cs transferido y expresado en las células dc la planta aun
antcs de la intcgracion (Jansscn y col. 1989), lucgo dc la cual, los niveles de expresién del T-
DNA son mantenidos a un nivel estable dependiendo del lugar de inscrcién. Debido a las
continugs divisiones descncadenadas por los altos niveles de auxinas y citoquininas aparccen los
tfpicos jumores (agallas de corona) que consisten en una mezcla de células trapsformadas
(contenjendo T-DNA) y normales (van Slagteren y col. 1983).

Los genes del catabolismo de opinas estdn Jocalizados en ¢l pldsmido Ti. Las opinas actian
inducicpdo los genes que las catabolizan y activando cl sistcma de transferencia conjugativa del



pldsmido Ti (Klapwijk y col. 1978; Tempé y col. 1982). Como consecuencia, este pldsmido estd
ampliamente distribuido en la naturaleza.

Como las Agrobacterias inducen a las células de la planta a producir compuestos que Gnicamente
cllas son capaces de catabolizar y lo hacen por medio de ingenicrfa genética, este proceso ha sido

llamado colonizacion genética.

B 3) Mecanismos moleculares de la transferencia del T-DNA:

B 3. 1) Genes de virulencia:

Por medio de andlisis genéticos sc demostré que ademds de los genes onc (ipt, iaaM ¢ iaal)
presentes en el T-DNA hay una gran cantidad de genes involucrados cn la tumogenicidad que
cstdn ubicados cn el cromosoma de Agrobacterium sp. (genes chv) o en un segmento de 40 Kb
llamada regi6n de virulencia (genes vir) del pldsmido Ti. Por introduccién del T-DNA cn células
de plantas por transferencia directa, sc encontré que ¢l T-DNA por sf mismo cs suficicnte para
provocar la transformacion de células normales a células tumorales (Krens y col. 1985). Esta fuc
la primer cvidencia que los gencs chv y vir no cumplfan un rol esencial en la oncogenicidad sino
quc determinaban el aparato necesario para la transferencia in vivo dcl T-DNA de
Agrobacterium a la célula dc la plania.

ChvA y ChvB son necesarios para que las Agrobactcrias sc peguen a las células de la pared de la
planta. El gen chvB codifica para una protefna de 235 kDa involucrada con la formaci6n de f3-
1,2 glucano cfclico mientras que hay evidencias de que chvA determina una protefna de
transporte del B-1,2 glucano al periplasma. Mutacioncs cn otro gen, ¢l pscA 0 exoC también dan
lugar a bactcrias que no producen beta-1,2 glucano. Esto podrfa indicar un rol del beta-1,2
glucano en la fijacién de la bacteria a la pared cclular. Sin embargo 1a adicién de B-1,2 glucano a
estos mutantes no restaura la formacion de tumores. Recientemente se demostré que los
mulantes chv carecen de la protefna rhicadesina que podrfa estar involucrada con la fijacién a la
pared cclular, dado que la adici6n de esta protefna a cstos mutantes restaura parcialmente la
habilidad de inducir tumorcs (Hooykaas y col. 1992).

La region vir de los pldsmidos de octopina contienc 24 genes distribuidos cn 8 opcrones
llamados vir A - vir H que cstén corrcgulados, y por lo tanto forman un regul6n. Sc ha
cstablecido la sccuencia completa de la region vir de los pldsmidos de nopalina y de octopina
(Hooykaas y col. 1992).

B3.2 ulacion de 1os genes de virulengia:



Con la excepcion de los gencs vir A y vir G los operones vir no son transcriptos durante cl
crecimiento vegetativo normal (Stachel y col. 1986a). Una dc las etapas mds tempranas cn el
proceso de induccion de tumores, consiste en la activacion coordinada del sistema de virulencia
cuando una bactcria esta cerca de tejidos vegetales heridos y sensa los factores exudados por las
c€lulas. Los genes chv se expresan constitutivamente. Los genes vir, en cambio, permanccen
silenciosos hasta que son inducidos por cicrtos factores de la planta identificados por Stachcel
como compucstos fendélicos llamados acclosiringona y alfahidroacctosiringona (Stachel y col.
1985). Estos compucstos sc libcran del tejido de 1a planta herido. Otros compucstos fendlicos
liberados son precursores dc la sfntesis de lignina como el 4cido y ¢l alcohol sinapfnico
(Mclchers y col. 1989; Song y col. 1991a). Se vi6 que flavonoides conocidos como inductores
nod en Rhizobium pueden actuar también como inductores vir (Zerback y col. 1989).

Distintos fenoles substituidos son responsables de la inducci6n de los genes vir cn difercntes
cspecies o tejidos dentro de un misma especic. Por ¢j. la a-acetociringona cs cl inductor mds
importante producido por Solandccas como tabaco, tomate y papa. En otras especies los dcidos
benzoico o cindmico son los inductores de cstos mismos genes (Song y col. 1991a; Spencer y
col. 1991). Las células de trigo cn suspensién libcran ctilferulato como inductor (Messens y col.
1990). Algunas otras plantas producen compuestos inhibidores de la induccién vir (Sahi y col.
1990). La induccién del sistema vir pucde scr cuantificada utilizando ccpas indicadoras que
llevan un promotor de un gen vir ligado a un gen indicador como el lac Z (codifica para la
galaclosidasa) dc E. coli. La actlividad dc csta enzima cs facilmentc medible utilizando substratos
como el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f3-d-galactopirandsido (X-gal) que libera un compucsto
coloreado luego de la acci6n de esta cnzima. Usando csla estrategia, sc vi6 que para oblener una
optima induccién dc los genes vir, sc deben cumplir ciertas condiciones:

a) El pH del medio debe screntre 5y 6.

b) La temperatura debe scr entre 20 y 30 °C.

c) Se debe evitar la presencia de extracto de levadura cn ¢l medio.

d) Debe haber un alto contenidos de azicar en ¢l medio. Este requisito es especialmente
importante cuando escascan los compucstos fendlicos antes mencionados. El inositol (Song y
col. 1991b) y azticares no catabolizables como la d-glucosa y la 6-deoxi-d-glucosa ticnen cfeclos
estimulatorios sobre ta induccion de estos genes (Shimoda y col. 1990).

El nive] m4ximo de estimulacidn del sistema vir, también varfa para las difcrentes cepas de
Agrobacterium.

En presencia de compuestos fen6licos, dos protefnas codificadas en la regién de virulencia, Vir
Ay Vir G, median la activacién de todos los demds genes vir Por andlisis de secuencias se vi6
que los genes virA y virG tenfan homologfg con sistcmas regulatorios de dos componentes como
por ¢j. envZ-ompR, ntrB-ntrC, dctB-dctD (Nixon y col. 1986). En este sistcma de dos



componenlcs la protefna tipo Vir A sensa sciiales especfficas (en cl caso de Vir A compucstos
fendlicos), y Vir G cs una protefna capaz de unirsc a DNA.

Estudios realizados cn otros sistemas similares, mostraron que la protefna scnsora pucde
fosforilarse y, lucgo scr capaz de fosforilar a la protefna acompadante. La protefna Vir A cstd
presente cn la membrana interna de la bacleria; por lo tanto esté cn la ubicacion teGricamente
apropiada para scnsar los compuestos fendélicos directamente. Sc analizé la topologfa de Vir A
en m4s dclalle hacicndo fusiones con la protefna PhoA (fosfatasa alcalina) de E. coli. Esta
cnzima sc activa lucgo de atravesar la membrana interna de la bacteria. Como se obtuvo
actividad dc fosfatasa alcalina fusionanado PhoA con la zona prcdicha como dominio
peripldsmico de VirA, cstos cxperimentos sustentaron un modclo por el cual la protefna Vir A
ticne un extremo amino terminal citoplasmético, una rcgion alfa hélice transmembrana
hidrofébica, un dominio peripldsmico, un scgundo dominio hidrofébico de a-hélice
transmembrana y un fargo dominio C-terminal citoplasmético. Inesperadamente sc encontré que
cl receptor para acclosiringonas no cstaba ¢n ¢l dominio periplasmético sino en ¢l segundo
dominio transmemebrana de Vir A. Como las acetosiringonas son compucstos lipofflicos,
podrfan atravesar facilmente la membrana interna de la bacteria. Dentro de este dominio
transmemebrana se cncontraron zonas ricas en cistefna y scrina que cstdn presentes en receplores
de mamfferos que también s¢ unen a compuestos fendlicos (Fraser 1989). Con respecto al
dominio C-terminal citoplasmético, s¢ encontraron aquf homologfas con varias protefnas
sensoras. Este dominio puede actuar como autloquinasa, fosforildndose a sf mismo en un residuo
histidina conscrvado. La protefna fosforilada cs capaz de transferir su fosfato a un residuo
aspartato conservado cn la protefna Vir G in vitro (Jin y col. 1990). Es probable que csta
fosforilacion de Vir G estimule su unién a los promotores de los genes vir en ¢l niicleo, como
dfmero o multfmero (Pazour y col. 1990). La protefna Vir G ticne un bolsillo acfdico donde
ocurre la fosforilacion, similarmente a lo que ocurre en la protefna Che Y de E. coli. El extremo

C-terminal cs capaz de unirsc al DNA.(Hooykaas y col. 1992).

B 3. 3) Proccsamicnto del T-DNA y transferencia:

Lucgo de la inducci6n del sistema vir, se pucden detectar en Agrobacterium moléculas de simple
cadecna llamadas hebras T que representan la hebra de abajo de la regién T del pldsmido Ti
(Stachel y col. 1986b). Con mcnor frecuencia sc ecncucntran hebras T de doble cadena (Steck y
col. 1989). La formacion de ambos tipos de moléculas depende de la actividad de dos protefnas
VirD1 y VirD2 quc estdn codificadas por e] operén virD de la region vir (Yanofsky y col. 1986).
Eslas protefnas juntas ticnen actividad endonucleasa capaz de cortar una hebra en los bordes

repetidas del T-DNA. Estos cortes actiian como punto de partida para la sfatesis de DNA (en



direccién §' 3'). La hebra de simple cadena se libera por desplazamicnto. Alternativamente cstos
cortes pucden ser usados por sistecmas de recombinacién para disociar la region T (en forma de
doble cadena) con baja freccuencia. Hace tiempo sc observé que la delecion del borde derecho
abolfa completamente la transferencia (Ooms y col. 1982), mientras que la delecién o mutacién
del izquicrdo s6lo causaba una disminucion cn la frecucncia de la transferencia (Hille y col.
1983). Esta polaridad cn cl sistema concuerda con la posibilidad de 1a formaci6n de la hebra T
por desplazamicnto lucgo de una sfntesis de 5' a 3" desde el borde derecho al borde izquicrdo.
Ante la ausencia del borde derecho, la sfntesis no podrfa comenzar micntras que ¢l proceso de
terminacion podrfa ocurrir, aunguce no esté cl borde izquierdo. Para la formacion dc moléculas de
doble cadena por recombinacion, ambos bordes serfan igualmente importantes. Por lo tanto la
rccombinacién aparcniemente no cstd involucrada con la formacion de intermediarios de T-
DNA.

La siguicntc pregunta a contestar fue porqué la region a la izquierda del borde izquierdo no s¢
transficre con alta cficicncia a las células de plantas. Se encontré que los bordes izquicrdos son
mucho menos eficicnles para actuar como sitios de iniciacion de la sfnicsis de DNA. La
difercncia cn la funcionalidad dc los bordes izquicrdo y derecho no se debe a pequefios cambios
cn las sccuencias de los bordes repetidos sino a la presencia de un "enhancer” cercano al borde
dcrecho. A cste "cnhancer” de la transferencia del T-DNA sc lo [lama "overdrive”. Como todo
"enhancer” funciona en ambas oricntaciones y a difcrentes posiciones y distancias del borde
derecho. La delesion de cste "enhancer” causa una disminucion dréstica de la virulencia. Sc halld
quc la protefna VirCl sc unc especfficamente a este "cnhancer” (Hooykaas y col. 1992).

Las moléculas dec T-DNA de simple cadcna no entran desnudas al citoplasma de la célula
vegetal, sino que ticnen a la protefna VirD2 covalentemente unida al extremo 5', haciéndolo
menos vulnerable al ataque por exonuclcasas (Diirrenberger y col. 1989). Ademds, csta protefna
podrfa actuar como piloto dirigiendo a | T-DNA al niicleo. La protefna VirE2 es una protefna
capaz. de unirsc cooperativamentec a DNA de simplc cadena, cubricndo al T-DNA formando
filamentos de nuclcoprotefna (Citovsky y col. 1989). Sin cmbargo nunca sc hallaron cstos
complejos en citoplasmas de las células de plantas.

El resto de las protefnas vir no estdn involucradas ni cn la regulacion de la expresion ni cn la
formacién de la hebra T. De cllas, sélo las codificadas por el operén B son csenciales para la
virulencia. El locus virB conlicne 11 genes. La mayorfa de las protefnas codificadas por cstos
gencs estdn localizadas cn membrana. Varios autores sugiricron que podrfan formar una
cstructura a través de la cual ¢l T-DNA ingresarfa a la célula (Ward y col. 1990). El gen virB11
ticnc un sitio dc unién al ATP, y la protefna tienc actividad ATPasa. Por lo tanto podrfa cstar
involucrado cn proveer la energfa necesarig para la transferencia (Hooykaas y col. 1992).



Los pldsmidos de octopina y dc nopalina ticnen genes vir accesorios que son espectficos para
cada uno de cllos y afectan ¢l rango de huésped para la formacién de tumores. En los pldsmidos
dc octopina cstos son virF y virH, y en los pldsmidos de nopalina cs ¢l gen rzs. Este Gltimo gen
codifica para una ecnzima involucrada cn la produccién de una citoquinina, la trans-zcatina
(Bceaty y col. 1984). El oper6n virl conticne dos genes que codifican para protefnas similares a
las ecnzimas dc citocromo P450 (Kanemoto y col. 1989). Estas protefnas tendrfan un rol en la
detoxificacitn de ciertos compuestos vegetales que afectan ¢l crecimicnto de Agrobacterium. El
oper6n virF codifica para una protefna de 23 kDa que no ticne homologfa con ningtin gen
sccuenciado hasta ¢l momento (Melchers y col. 1990).

B 4) Transformacion por Agrobacterium:
B 4. 1) Gencralidades.

A partir de 1983, cuando Fralcy y col. informaron la oblenci6n de plantas de tabaco y pelunia
transgénicas, ha habido una cantidad de trabajos detallando la transfercncia de genes fordneos a
una cantidad crcciente de especies de plantas.

El sistcma derivado de Agrobacterium tumefaciens ha sido utilizado para la transformacién de
varias dicotiled6neas como Labaco, papa, pctunia, tomate, ctc. Existen especics que no son
susceptibles a la infeccion y posterior transformacion mediada por Agrobacterium. Scgin
Potrykus, la caracterfstica crftica para que una especic sca transformada por Agrobacterium, cs el
tipo de respucsta a heridas desarrollado por 1a planta (Potrykus 1991). Asf, algunas
monocotiledéncas que responden a las heridas con proliferacion y desdiferenciacion de células
en la region danada como Asparagus (monaocotiledénea) pudicron ser transformadas.
Inversamente, dicotiledéneas que responden con mucrte cclular cn las zona herida son
refractarias a 1a transformacion. Las dificultades para utilizar los sistcmas derivados de
Agrobacterium cn la transformacion de cereales, condujeron al desarrollo de téenicas de
transformacion basadas en la transferencia dirccta de genes (Klein y col. 1987). En algunos casos
(Bidney y col. 1992), lo m4s efectivo fuc una combinacién de ambos tipos de técnicas
(transformacién por Agrobacterium de tcjido previamente bombardeado).

A continpacion sc describen os veclores, las cepas y los explantos que sc utilizan cn ¢l sistcma
dc transfprmacion mediante Agrobacterium, y lucgo sc hace una breve descripeion de las ctapas

dcl método, las que sc esquematizan cn la siguiente figura.
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Figura 1:
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Esquema del método de transformacién utitizado.
B 4. 2) Veclores intermediarios utilizados en la transformacién de plantas mediada por
Agrobacterium:

Dcbido a su gran tamaiio (200 kpb), los pldsmidos Ti son diffciles dc manipular in vitro por las
técnicas de DNA recombinante. Consccuentemente sc desarrollaron vectores intermediarios, en



los que s¢ hacen todas las manipulaciones genéticas (clonado del gen de interés y del gen
marcador de scleccion bajo cl control de promotores y terminadores adecuados, etc.). Luego
cstos genes son transferidos al plasmido Ti de Agrobacterium, mediante conjugacion o métodos
dircctos.

Todos los vectores de transformaci6n ticnen caracterfsticas comunes impucstas por los
requerimicntos de Agrobacterium:

a) Como ya sc menciond, ¢ T-DNA cstd delimitado por repeticiones directas imperfectas de 25
pares de bases. No sc requicre ningtin otro clemento ¢n cis para causar la escisién y transferencia
del T-DNA. Un vector de transformacién debe, por lo tanto incluir al menos un borde, o ser
capaz. de cointcgrar cn otro pldsmido Ti de mancra de quedar acotado por dos bordes.

b) Todos los vectores lievan un marcador de scleccién en baclerias esencial para la introduccién
dcl vector en Agrobacterinm. Un marcador de seleccion ¢s un gen que codifica para una protefna
capaz. de inactivar un dcterminado agenie sclectivo.

¢) Todos incluycn también, un marcador de scleccién en plantas, para permitir sélo ¢l
crecimiento de aquellas células transformadas. Los marcadores dc sclecci6n se basan en la
scnsibilidad de las células de plantas a antibidticos y herbicidas. La expresion de genes que
codifican para enzimas capaccs de detoxificar tales compucestos en las células, las hacen
resistentes. Sc construycron genes quiméricos en donde la secuencia codificante de una enzima
detoxificante csté bajo cl control de scialcs de cxpresién en plantas (promotores 35S, 19 S,
NOS, OCS ctc., terminadores NOS, ctc.). Uno de los marcadores mds ampliamente utilizados es
cl gen de la enzima bacteriana ncomicina fosfo transferasa 1T (NPT 11 Bevan y col. 1983). Esta
enzima fosforila aminoglucdsidos como kanamicina, ncomicina y G 418, inactivdndolos. Otros
marcadorcs dc scleccion ttiles en plantas son ¢l gen que codifica para una fosfotransferasa quc
confierc resistencia a higromicina (van den Elzen y col. 1985), un alelo del gen que codifica para
la dihidrofolatorcductasa de rat6n, que cs 200 veces menos affn al metotrexate que el gen salvaje
(Eichholtz y col. 1987). Otro marcador de seleccidn utilizado cs ¢l gen bar de Streptomyces
hygroscopicus que conficre resistencia a fosfinotricina, presente en los herbicidas comerciales
Basta® y Bialaphos® (Dc Block y col. 1987). Ver seccion E 1.

Un buen agente selectivo debe arrestar ¢l crecimicnto, o matar a las células vegetales lentamente,
ya que las células no transformadas muecrtas, libcran al medio una varicdad de compuestos
t6xicos que impiden cl crecimicnto y/o diferenciacion de las células transformadas.

Algunos vectores incluyen también un gep indicador ("reporter”), es decir un gen que codifica
para una cnzima que no csl4 presente en lg planta y cuya actividad cs fdcilmente medible. Es
descable, ademds que la actividad del gen jndicador se mantenga cuando cstd fusionado a otra
protcfna cn su extremo amino terminal, para permitir ¢l cstudio de la traduccién y del



procesamicnto durante en ¢l transporte de protefnas. Es conveniente que la enzima indicadora
sca detectable en ensayos histoqufmicos para localizar la actividad en tipos celulares particulares.
Se han usado mas de scis genes indicadores cn estudios de plantas superiores (Jefferson 1987 b).
Estos incluyen la B-galactosidasa de E. coli (gen lacZ), la cloramfenicol acetil transferasa
(CAT), la ncomicina fosfotransfcrasa (APH3'II, NPT II), la nopalina sintctasa (NOS), la
octopina sintetasa (OCS) y la luciferasa de luciérnaga.

Dado que cn casi todos los tejidos de plantas hay galactosidasas, el gen lacZ no ¢s un buen
indicador cn plantas. Los problemas asociados con la actividad end6gena, fueron solucionados
usando los genes que codifican para la nopalina sintetasa y la octopina sintetasa codificadas en cl
pldsmido Ti. Sin cmbargo las ensayos dc actividad de cestas dos cnzimas son diffciles de
cuantificar y, ademds la oclopina sintctasa no tolera fusioncs amino terminales. Los genes
indicadores mds usados pasaron a ser entonces los genes (ue codifican para las enzimas
bacterianas cloramfenicol acctil transferasa y neomicina fosfo transferasa. L.os cnsayos para cstas
dos cnzimas son relativamente diffciles, costosos y sufren de actividades endégenas variables en
plantas (gencralmente causadas por enzimas de amplia especificidad de sustrato). En cuanto a la
cnzima luciferasa, cs ldbil y diffcil de ensayar con exactitud.

[lEn 1987a) y b) Jelferson, describid el uso del gen wid A que codifica para la B-glucuronidasa
(GUS) de E. coli como gen indicador. Esta enzima cataliza la hidrdlisis de una cantidad de
glucur6nidos. Sus substratos consisten en dcido D-glucurdnico conjugado a través de una union
B-O-glicosfdica con virtualmente cualquicr aglicona. Debido a la robustéz de la cnzima, a la
simplicidad de su cnsayo y a la varicdad dc substratos disponiblcs, cl gen wid A cs ¢l indicador
mds usado cn la actualidad. Sc trata de una enzima cstable. Tolcra la presencia de varios
detergentes y condicioncs i6nicas. No requicre cofactores. Actia a cualquicr pH fisiolégico. No
hay actividad Bglucuronidasa en plantas supcriorcs. Ademds la cnzima pucde tolerar grandes
adiciones amino-terminales. No obstante cstar ¢l gen bajo ¢l control de promotrores de plantas,
hay obscrvaciones no publicadas que indican que pucde haber transcripeion de este gen a partir
de promotores bacterianos dcl plasmido Ti de Agrobacterium. Para solucionar csie
inconveniente, Vancanneyt y col. (1990), interrumpicron ¢l gen wid A con un intrén (segundo
intr6n del gen ST-LSI de 1a papa) que conticne codones de terminacion cn los tres marcos de
lectura posibles, de manera de suprimir la expresidn a partir dc agrobacterias (las que no pueden
procesar cl intrén). Las plantas transgénicas climinan cl intrén y cxpresan ¢l gen wid A. Es decir
quc al detectar actividad GUS podemos ascgurar que se trata de expresion de la fglucuronidasa
cn las células de la planta transformada y no de cxpresion a partir de las bacterias que sc usaron
para transformar, cuyo crecimicnto es controlado pero no eliminado por el antibidtico

cefotaxime.



Por las razoncs expucstas sc decidid ¢l uso de un vector que conticne ¢l gen wid A interrumpido
por un intr6n como gen indicador para los experimentos de puesta a punto de la transformacion
dc papa por cl sistema de Agrobacterium.

Existen dos tipos de vectores: los de cointegracion y los binarios.

Los vectores de cointegracién fucron desarrollados por Van Haute y col. en 1983, Poscen una
zona de homologfa con el pldsmido Ti residente en Agrobacterium. El pldsmido intermediario cs
transferido a Agrobacterium, donde no pucde replicar. Por un Gnico cvento de entrecruzamicnto
cn la zona de homologfa, ¢l gen de interés (llevado en el pldsmido intermediario) se integra cn cl
pldsmido Ti y queda acotado por los bordes de 25 pb requeridos para la subsiguicnle
transferencia det T-DNA a la planta, durante ¢l cocultivo. Debido al requerimicnto de
homologfa, cada vector s capéz. de integrarse en uno o pocos pldsmido Ti diferentes, 1o que le
quita versatilidad al sistcma. Sin embargo, lucgo de la cointegracion, cl pldsmido cs cstable en
Agrobacterium. En cl vector pGV 3850, los genes once del pldsmido CS8 fueron reemplazados
por sccuencias de pBR322. Asf, cualquicr pldsmido derivado de pBR322 puedce cointegrar ¢n
pGV3850.

L.os vectores binarios fucron desarrollados por An y col. en 1985. Contienen orfgenes de
replicacion de un pldsmido de alto rango de huésped, de manera que puceden replicar
autondmamente tanto cn E. Coli como cn virtualmente lodas las cepas dc Agrobacterium. Para
quc ocurra la transferencia de DNA, la cepa de Agrobacterium receptora debe contener un
pldsmido Ti que aporte las funciones vir en cis. Estos vectores transforman Agrobacterium con
una alta frecuencia, dado que no se requicre cointegracion para su mantenimicnto cn
Agrobacterium: ¢l 10% dc los cxconjugantes de la cepa reeeptora conticnen el vector binario.
Esto significa dc un 100% a 4 o 6 6rdences de magnitud més que la tasa de formacion del
cointegrado. Ademds, no hace falta confirmar la integracion correcta por Southern, como en el
caso de los vectores de cointegracion.

Los pldsmidos Ti y Ri salvajes son capaces de transferir a una c€lula de la planta genes que
codifican para cnzimas quc intervicnen en la sfntesis de auxinas y citoguininas. Obviamentc, las
células transformadas que produzcan altos niveles de hormonas van a ser incapaces de regencerar
y dar lugar a plantas cnteras. Por lo tanto, los pldsmidos Ti y Ri usados para transformar son

desarmados, cs decir sc les quitan los genes los genes one responsables del fenotipo tumoral.

B 4. 3) Cocultivo:

Sc hiere el explanto a transformar con un bjstur{ y sc 1o coloca ¢n un medio de cultivo, durante
un licmpo variablc, con Agrobacterium. Durante csta ctapa sc inducen los genes vir del pldsmido
Ti o Ri dc Agrobacterium, las bacterias sc fijan a las células dc la planta (cspecialmente sobre ¢l



bordc herido del explanto), y ocurre la transferencia del T-DNA, tal como ya sc describid en
detalle cn las secciones previas. El paso clave de csla ctapa es lograr una bucna inducci6n de los
genes vir, mediante un medio de cultivo apropiado.

Algunos de los protocolos de transformacién descriptos usan una capa de células alimentadoras

dc tabaco o de la misma espccic que se desca transformar durante la ctapa del cocultivo.

B 4. 4) Regencracidn de las células transformadas:

Una vez finalizado cl cocultivo, los explantos sc transficren a medio de regenceracion sclectivo.
Este medio conticne cefotaxime para controlar el crecimiento de Agrobacterium, cl antibidtico
adccuado para scleccionar aquellas células transformadas, y las hormonas necesarias para inducir
la regeneracion de cstas células.

Esta ctapa cs cl cuello de botella de todo el proceso: el entorno para la regeneracion s poco
favorable, ya quc las células no transformadas que s¢ van muricndo, liberan compucstos 16xicos

(gencralmente fenoles) que inhiben la regeneracion.
B 4. 5) Célculo de la eficicncia de transformaciin:

Hay una gran ambigiicdad con respecto a la mancra en que sc calcula la eficiencia de
transformacidn. El problema principal ¢s que en gencral no sc explicita la mancra en que s¢
scparan los broles regenerantes del explanto inicial. Esto pucde hacerse: a) a medida gue van
aparcciendo los brotes a lo largo del ticmpo o b) una primera y ditima vez.

Una misma célula transformada pucde dar lugar a dos 0 més brotes sucesivamente. Estos brotes
son idénticos entre sf (son clones). Si sc scparan los brotes segiin a) y se calcula la eficiencia de
transformacion como cl porcentaje de plantas obtenidas capaces de cnraizar en medio sclectivo
con respecto al ntimero total de explantos que fucron originalmente cocultivados con
Agrobacterium tumefaciens, cslarfamos comcticndo una sobreestimacion cn ¢l célculo de la
cficicncia dc transformacién, ya quc lo importante cs ¢l nimero de plantas quc se obticnen
resultantes de eventos de transformacion independicntes. La llamarcmos eficiencia de
transformacion cn sentido amplio (EfA).

Scparar los brotes una tnica vez (seglin b), es complicado metodolégicamente, ya que para que
cl cdlculo sca preciso hay que esperar a que todas las células transformadas tengan oportunidad
dc regencerar. Por consiguicnte los brotes que regeneraron primero dificultardn la separacién de
los distintos brolcs entre sf.

Una alternativa cs calcular la cficiencia como ¢l porcentaje de los explantos originales que

dicron lugar a plantas quc cnrafzan en medio sclectivo con respecto al ndmero de explantos que



fucron cocultivados con Agrobacterium tumefaciens. En ceste caso estarfamos cometicndo una
subestimacidn en cl cdlculo de la eficiencia de transformacion, ya que cn muchos casos hay
cerieza de que se obticnen varios individuos independicntes a partir de un Gnico explanto pucsto
que sc difcrencian a partir de microcallos evidenlemente separados entre sf. La llamaremos

cficicncia de transformacion en sentidos estricto (EfE).

B 5) Transformacion genética de papa:

L.a susceptibilidad de papa a Agrobacterium y cl uso de este sistema para la transformacion
genélica fue publicada por Qoms y col. en 1983. Este grupo logré transformar papa (cv. Maris
Bard) con una cepa oncogénica de Agrobacterium tumefaciens (cs decir una cepa que contenfa
los genes onc responsables del crecimiento tumoral). Las plantas obtenidas fueron anormales
morfolGgicamente. Analizaron la producciton de opinas por parte de las mismas.

Recién en 1988 Stickema y col. transformaron rodajas de tubéreulos (cv. Binjc y Désirée) con
una cepa no oncogénica, con una cficiencia del 1% Para clio necesitaron de una capa de célutas
alimentadoras de papa durante cl cocultivo y la regeneracion requirié de un paso por la etapa de
callo. En cl mismo afio Shcerman y col. transformaron los cultivares Pentland Dell y Désirée con
cficiencias dc entre un 4,8 y un 16%. En csle caso la regencracién lograda fue directa, es decir
no sc pasO por callo; usaron una capa de células alimentadoras pero de tabaco. EI mismo
protocolo no fuce efectivo para los cultivares Maris Bard y Maris Piper. En 1989, Ishida y col.
lograron la transformacidén de tubéreculos de Russet Burbank y L.emhi Russct crecidos in vitro.
No aclararon la eficicncia de transformacion lograda y obtuvicron un niimero de cscapes (cs
decir plantas no transformadas que regencraron en este medio) extremadamente alto.

En 1988 Dc Block y col. adaptaron la 1écnica de transformacién de discos de hojas descripta por
Horsch y col. ¢n 1985 para tabaco, para los cultivares Binje y Désirée de papa. No aclararon la
cficicncia de transformacion lograda. En ¢l mismo afio, Tavazza y col. obtuvicron plantas
transgénicas de Désirée con una cficiencia del 23%. Usaron una capa de células alimentadoras de
papa. Finalmente cn 1989 Wenzler y col. obtuvicron cficiencias de transformacidon variables de
9% para el cultivar Superior, 20% para Désirée y del 400 al 500% para la 1fnca FLL1607 (cn este
dltimo caso obtuvieron cntre 4 y 5 tallos por cxplanto en medio sclectivo). No aclaran como
definen cficiencia de transformacidn, perp, aparentemente usan la definicién en sentido amplio,
ya que por lo menos cn ¢l caso de FL1607, contaron todos los tallos que regencraron cn medio
sclectivo, atin los provenicnles de un mismo cxplanto. El protocolo no fue efectivo para la
transformacion dc Russct Burbank.
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C) OBTENCION DE PLANTAS RESISTENTES A VIRUS:

C 1) Luteovirus y el Virus del Enrollamiento de Ia hoja de Ia papa:

El virus del enrollamicnto de la hoja (PLRV) produce una de las enfermedades mds severas y
antiguamente conocidas de la papa (Rich, 1983). No solamente provoca una marcada
disminucién del rendimicnto, sino que causa necrosis del tubérculo. Entre las enfermedades
virales de la papa, la causada por ¢l PLRYV es, tal vez, la de mayor importancia cconémica, por
los efectos devastadores cuando s produce una infecci6n severa. Los rendimicntos de las plantas
infectadas por PLRV pueden verse reducidos hasta un 50%. Sc estima gue en ¢l mundo la
infeccitn con este virus provoca un 10% de disminucién en ¢l rendimicnto, lo cual equivale a
una pérdida de 20x 100 toncladas dc papa por afio (van der Wilk y col. 1991). Estos datos
implican una subcstimacién dado que los perjuicios podrfan ser mayores si no sc utilizaran
précticas de control como ¢l uso de semilla sancada. Como ya s¢ comentd, la produccion de papa
scmilla sancada ticnc una influcencia significativa en ¢l costo de produccién cercano al 25 % en
Argentina y pucde llegar hasta un 40 % cn pafscs como Brasil, lo cual refleja un perjuicio
indirecto por aumento cn los costos dc produccion.

LE1 PLRV es un virus icosahédrico pequeiio (de 25 nm de didmctro) pertenceicnte al grupo de los
Lutcovirus. Posce una dnica molécula de RNA de polaridad positiva y una sola subunidad
polipeptfdica cn la cubicrta. Las partfculas virales cstdn confinadas al floema dc las plantas
infectadas. Sc han encontrado RNAs subgenémicos en células infectadas pero sc conoce poco
accrca de la biologfa molecular de cste virus (Mayo y col. 1989).

Los Lutcovirus fucron reconocidos como grupo de virus de plantas por ¢l Comité Internacional
de Taxonomfa de Virus recién en 1975 (Shepherd y col.). No obstante, las enfermedades
producidas por cste grupo fucron obscrvadas mucho tiempo antes. La naturaleza viral del
cnanismo amarillo dc la cchada (BYDV) y del amariltamicnto de la remolacha (BWYV) s¢
rcconocen respectivamente desde 1951 y 1960 (Rochow y col. 1981). El nombre dc este grupo
deriva del latin Luteus que significa amarillo, debido a que todos los miembros originales de este
grupo producfan amarillamicnto en sus huéspedes. Originalmente la clasificacién de los
Lutcovirus sc hizo cn basc al rango de huésped. A medida que sc empicza a disponcer de
informacion derivada de reaccitn con antisucros, hibridacién con sondas dc cDNA y
fundamentalmente de las sccuencias nucleotfdicas de los genomas de los distintos aislamicntos,
las relacioncs entre cstos virus cstdn sicndo recvaluadas. Actualmente el grupo consta de 10
micmbros y 14 posibles micmbros (Waterhouse y col. 1988). Son especfficos de tejido ya que
sélo replican cn ¢l floema de las plantas huéspedes. Sc los encuentra cn los vasos cribosos, cn las

células acompaiiantes y ocasionalmente cn las células del parénquima del floecma. No pucden ser
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transmitidos mecdnicamente ni tampoco a través de semilla botdnica. En Ta naturaleza se
transmilen a través de infeceion persistente (circulativa no propagativa) de dfidos vectores
(Duffus y col. 1977). Artificialmente pueden transmitirse, ademds, mediante injertos. No hay
evidencias de replicacién en los vectores (Eskandari y col. 1979). La mayorfa de los Lutcovirus
ticnen un rango de huésped limitado cxeeptuando unos pocos que tienen un amplio rango de
huésped (virus del amarillamiento de la remolacha).

Iiste grupo de virus ataca a una gran varicdad de cultivos. Su control cs diffcil debido a la
relacion con sus vectores y a la frecuente infeecion de malezas y pastos perennes que actdan
como fuente de indeulo a campo.

En algunos casos cl rango de huésped limitado del virus se debe a un rango de huésped limitado
del vector. Por ejemplo el virus del enrojecimicnto de la hoja de zanahoria y su vector ticnen
ambos un rango de huésped limitado. En otros casos s¢ debe al rango de huésped limitado dcl
virus cn sf. Por ¢j. ¢l PLRV ticne un rango de huésped limitado micentras que su vector, Myzus
persicae licne un rango muy amplio.

L.a evolucién de los Lutcovirus involucra una tricotomfa: el virus, la planta y ¢l vector. Cada
Lutcovirus es transmitido eficicntemente por una o pocas cspecies de 4fidos. Este es un factor
fundamental ¢n la evolucidn de los Lutcovirus. Un virus introducido en un huésped nuevo (no cl
huésped natural del vector) debe ser capaz de multiplicar en el nuevo huésped asf como también
debe poder ser transmitido por un nuevo 4fido que sc alimente en ese nuevo huésped antes de
poder evolucionar independicntemente. En huéspedes perennes, el virus pucde evolucionar
durante un tiempo considerable dentro del huésped antes de necesitar ser transmitido por otro
4fido quc sc alimenlte de csc nuevo huésped. En huéspedes anuales, ¢l ticmpo de cvolucion
dentro de esa planta estd limitado ya que los Lutcovirus no se transmiten por las semillas. La
scparacién cn huéspedes distintos permite, entonces, la evolucién independiente tan

cfectivamente como la scparacién geogrifica.

C 1.1)Sintomatologfa:

A primera vista, los sfntomas cn plantas infectadas por Lulcovirus son més vagos, gencrales y
menos fitiles para diagndéstico que los sfntomas en plantas infectadas por otros virus. Tlay una
disminuci6n cn ¢l crecimicnto o desarrollo de las plantas infectadas; las hojas pucden tornarse
amarillas o rojas y curvas y quebradizas (vidriosas). L.os sfntomas varfan segin la especic, la
varicdad, la cdad y la condicién fisiolégica de la planta la momento de la infeccion.

Fn la figura 2 sc mucstran los sfatomas causados por cl virus dcl enrollamicnto de la hoja de
papa sobrc una planta de papa del cultivar Huinkul-MAG con infeccién primaria.

Figura 2;
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Dos plantas de papa del cultivar Tuinkul-MAG infectada (a la izquierda) y sin infectar (a la derecha) con
PLRV.

C 1. 2) Organizacién genOmica:

La determinacidn de la secuencia nucleotfdica completa de tres miembros del grupo de los
Luteovirus (BYDV-PAV, Miller y col. 1988; PLRV, Mayo y col. 1989; Van del Wilk y col.
1989; Kawchuck y col. 1989; BWYV, Veidt y col. 1988) ha aumentado la comprension de la
organizacién genOmica y estrategias de expresion de los Luteovirus.

Todos los miembros del grupo tienen un genoma compuesto por una molécula de RNA de
simple cadena y polaridad positiva, de entre 5,5 y 6 kpb. Poscen una protefna (VPg) unida la
extremo 5'. No presentan poliadenilacion ni estructuras del tipo (RNA en el extremo 3' (Tacke y
col. 1989). Hay pocos nucledtidos no codificantes y una gran superposicion de los distintos
marcos abiertos de¢ lectura (ORFs).

La comparacion entre las secuencias de los distintos Luteovirus, sugiere al menos dos tipos
principales de organizacion genémica: el representado por PLRV y BWYV, y el representado
por BYDV-PAV. No obstante, estos dos grupos comparten una serie de caracieristicas que los
ubican dentro de los Lutcovirus:

* ORFs 1 y 2 superpuestos.

* ORF 4 enteramente dentro de ORF 3.

* ORF 5 separado del ORF 3 que lo precede por un codén de terminacién 4mbar.
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La organizacién general de estos dos grupos se muestra cn la figura 3.

Figura 3:
A BYDV-PAV (568 Kb)
39K 17K 6.7K
R €l ,
g [ 3. . T%ns =]
60K 22K 50K
B PLRV AND BWYV (5.88 Kb)
28K 69K

70K

Organizacién gen6émica de Lutcovirus. T.os ORI con ¢l mismo mimero represcntan genes

correspondicnies cn los dos subgrupos.
BYDV: virus del cnanismo amarillo de la cehada; PLRV: virus del enrollamicento de Ta hoja de papa;
BWYYV: virus del amarillainiento de la remolacha

A continuaci6n sc detallardn brevemente las funciones de los distintos ORFs de Lutcovirus asl
como también las experimentos que condujeron a su descubrimicnto:

ORFs 1 y 2: Los primcros dos marcos dc lectura dc BYDV-PAYV y del virus del enanismo de la
soja (SDV) y sus contrapartcs dc BWYV , PLRV y ¢l virus dcl cnrojecimiento de la hoja de
zanahoria codifican para dos polipéptidos de la RNA polimerasa-RNA dcpendicnte. Esla
identificaciOn sc basa cn la presencia de una sccuencia consenso de aminodcidos presente cn
otras polimerasas virales: GXXXTXXXN(X)20-40GDD c¢n ¢l ORF 2. Se propuso que ¢l ORF 2
es expresado lucgo de un cambio de fasc traduccional en ¢l codén de terminacién de lectura
("stop") del ORF 1 (Mayo y col. 1989; Miller y col. 1988; Vcidt y col. 1988).

ORE 3: Comparando la sccuencia de aminodcidos de fragmentos de viriones disociados y la
sccuencia deducida a partir de la sccucncia nucleotfdica se demostr6 que éste marco de Iectura
codifica para la cdpsidc cn BYDV-PAV. Estc hallazgo fue confirmado por deteccidn scroldgica
dc una protefna de fusién codificada por un fragmento del ORF 3 y ¢l gen lacZ de E.coli usando
anticuerpos contra viriones dc BYDV-PAYV purificados. Las protefnas de cdpside en PLRV,
BWYV y el virus del enanismo dc la soja, fueron identificadas por homologfa con BYDV y
confirmadas por técnicas similarcs a las descriptas para cstc virus.

ORF 4; EL ORF 4 cstd complctamente dentro del ORF 3 cn otro marco de lectura. Basdndose cn
cl tamafio de la protefna VPg aislada dc BYDV se propuso que codifica para VPg. En ¢l caso de
PLRYV, se report6 que la protefna VPg tlicne 7 kDa y sc libera a partir de un precursor de 17 kDa
codificado por ¢l ORF 4 (Van der Wilk y ¢ol. 1989).
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ORE 5: Todas las protefnas de cépsides de Lutcovirus secuenciados hasta el momento finalizan
cn un cod6n de terminacion dmbar, seguido por el ORF 5 que cstd en el mismo marco de lectura
y que podrfa codificar para una protefna de entre 50 y 56 kDa. La traduccién con modificacion
del marco de lectura ("rcadthrough”) del codén de terminacién darfa lugar a una protefna poco
abundante de alto peso molecular. Durante un tiempo se confundid a esta protefna con un
multfmero de protefna de cdpside, ya que anticucrpos producidos contra viriones completos de
BYDV-PAYV y contra una protefna de fusién de ORF 3 cn el vector de expresion en bacterias
pGEX, reconocfan tanto a la banda de 22 kDa de cdpside como una banda de 60 kDa. Sin
cmbargo, anticucrpos preparados contra una protefna de fusion del ORF 5 y la glutation
transferasa reaccionaban sélo con la banda de alto peso molecular. Se demostré asf que la banda
de 60 kDa cstaba compuesta por la protcfna de cdpside (22 kDa) y la protefna codificada por cl
ORF 5 (50 kDa). El tamafio mcnor que ¢l esperado (60 kDa cn vez de 72 kDa) pucede atribuirse a
una migracién an6mala dc la protefna cn geles de poliacrilamida (licne una porci6n rica cn
prolinas) o a modificacioncs postraduccionales. El hallazgo de que antisuero contra la protefna
de 50 kDa precipita viriones purificados junto con experimentos ¢n los que la protefna cs
removida dc la superficic del virién por digestion con tripsina, demuestran que csta protefna esté
cn la superficic de la partfcula viral. Sc ha propuesto que cstd involucrada en la especificidad de
la transmisidn por 4fidos (Watcrhouse y col. 1989) actuando a nivel de transporte dc los virus
desdc 1a hemolinfa a los ductos salivales. Una hipdtesis alternativa s que intervience en ¢l
cnsamblaje de las partfculas virales.

OREF 6 y Q: En ¢l subgrupo de PLRV - BWYYV hay un ORF que sc superpone con ¢l ORF 1,
llamado ORF (). Codifica para una protefna de 28 kDa. L.a funci6n de esta protefna es
desconocida, pero se sugirio que codifica para una protcasa que cliva ¢l producto de 17 kDa del
ORF 4 dando lugar a una VPg funcional més pcquciia (Van der Wilk y col. 1989).

En cl BYDV-PAYV hay un scxto ORF que codificarfa para un producto de 6,7 kDa.

C 1. 3) Estratcgias dc cxpresion génicas:

La organizacion decl genoma de los Lultcovirus sugicre una multitud de diferentces cstrategias de
cxpresién génica.

Usando RNA dc PLRYV cn experimentos de traduccin in vitro, se demostré la existencia de dos
protefnas, una predominante de 28 kDa correspondiente al ORF () y otra minoritaria de 70 kDa
correspondicnte al ORF 1. Esto sugicre gue la banda de 70 kDa resulta de un nimero limitado de
ribosomas que recorren ¢l RNA desde ¢l extremo 5, pasan el sitio de iniciacién del ORF de 28
kDa e inician la traduccidn cn ¢l AUG del ORF 1 de 70 kDa. Eslo cs inusual, ya quc la mayorfa
de log RNAs virales se expresan de manera monocistrénica con ribosomas recorricndo ¢l RNA
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desde cl extremo 5 hasta cl primer AUG. Si embargo existen otros cjemplos de iniciacién
interna cn cl mismo RNA (Kozak y col. 1986). En cstos casos ¢l primer AUG est4 dentro de un
contexto subGptimo que permite que algunos ribosomas inicien la traducci6n, micntras que otros
siguen de largo y comicnzan la traduccién en ¢l scgundo AUG que encucntran. Ninguno de los
sitios de iniciacién propuestos corresponde con las secuencias consenso descriptas para plantas o
animales.

La expresion de un producto de fusion entre los ORFs 1y 2 por cambio de fase traduccional cs
un mecanismo comidnmente propuesto para Lutcovirus. Las evidencias para sostener ¢sla
hipGtesis son:

a) El sitio dc iniciacidn del ORF que cstd hacia 3' (en cste caso ¢l ORF 2) cstd a una distancia
considerable rfo abajo del AUG del ORF que esté en cl extremo 5' (en este caso ORF 1). Esta
distancia cs de 300, 216 y 95 nt para PLRV, BWYV y BYDV-PAV respectivamente.

b) En PLRV y BWYYV hay una homologfa mds alta cn ¢l extremo 5" del ORF 2, es deciren la
zona superpucsta con ORF 1 que en el resto del ORF 1, sugiriendo que ¢l cambio de fasc
traduccional ocurre cn cl extremo 5' de la zona superpucsta.

¢) La estructura sccundaria quc rodea el sitio donde ocurre ¢l cambio de fasc comparte
propicdadcs cncontradas cn RNAs de virus donde se sabe que existe estc mecanismo. Ej.
Coronavirus (Bricrlcy y col. 1989) y Retrovirus (Jacks y col. 1988).

Como muchos otros virus a RNA, sc cree que la expresion de los ORFs del la mitad 3' del
genoma ocurre mediantc RNAs subgenomicos. La corta (202 nt-116 nt) regién no traducible rfo
abajo del ORF 2 ticne homologfa con regiones promotoras de subgendmicos de virus a RNA de
plantas y animalcs. Mayo y col. (1989), identificaron dos zonas dc homologfa entre BYDV-
PAV, PLRV y BWYV. Esta rcgion comin conticne sccuencias UA repetidas scguidas por
AAGA. Tanto PLRV como BYDV-PAV producen subgendmicos largos de aproximadamente 3-
3.5 Kb. Comicnzan, cntativamente, rfo arriba del comicenzo del ORF 3 y se exticnden hasta cl
cxtremo 3' del genoma viral. BYDV-PAYV podrfa tener un segundo subgendémico de 0,8 Kb para
expresar ¢l ORF 6.

En otros virus dc plantas, los RNAs subgendmicos son producidos por iniciacion intcrna sobre
una copia ncgativa del genoma viral. Sc ha propucsto que la replicasa viral reconoce secuencias
promaloras inlcrnas prescnles cn la cadena negativa c inicia la sfntesis de un RNA subgenémico
positivo. Si sc coloca ¢l fragmento de 121 nt de la regién rfo arriba del sitio de iniciacién del
ORF 3 dc BYDV-PAYV bajo cl control de] promotor 35 S y fusionado con ¢l gen GUS, de
mancrg que la transcripcion a parlir de cste promotor resultc en RNA de polaridad ncgaliva, y,
con csja construccién se transforman protoplastos, no hay actividad GUS dcteclable. Si csta
constryccion cs co-introducida con viriones de BYDV-PAV o con RNA dc BYDV-PAV
transcripto in vitro, hay actividad GUS. Eslo sugicre que ¢l fragmento de 121 nt es suficiente
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para actuar como promotor del subgenémico. Presumiblemente la replicasa viral reconoce la
region promotora del subgenémico cn el transcripto de polaridad negativa transcripto a partir del
promotor de 358 y dirige la sfntesis de mRNA de polaridad positiva (Martin y col. 1990).

El subgenémico actda como mensajero para la expresién de 3 productos génicos. ET ORF 3 es el
quc csté cn ¢l extremo 5' del subgen6mico. EI ORF 4 sc cxpresa a partir del subgenémico, por
un mecanismo similar al descripto para la expresion de los ORFs 0y | La cxpresion del ORF 5
ocurre por traduccién modificada del marco de lectura ("readthrough”) del coddn de terminacién
dmbar que scpara los ORFs 3 y 5. Hay una scric de evidencias para cllo:

a) Estudios dc transcripcion y traduccién in vitro usando clones de cDNA de BWYV
conteniendo ¢l codon dmbar de terminacién dicron lugar a un polipéptido del tamaiio esperado
para cl producto de fusién (Veidt y col. 1988).

b) ORFs 3y 5 dec PLRV, BYDV-PAV y BWYYV ecstdn cn ¢l mismo marco de lectura, separados
por ¢l cod6én de terminacién dmbar y comparten ¢l mismo motivo: CCAAAUAGGU alrededor
del cod6n de terminacion.

¢) Estc motivo comparte caraclerfsticas con otros codones donde sc sabe ocurre ¢l saltado del
codon de terminacién en otros virus (Bouzoubaa y col. 1980; Goclel y col. 1982; Miller y col.
1988).

Los extrcmos 3' de BYDV-PAV, PLRV y BWYV ticnen poca homologfa entre sf y, por analogfa
con lo que ocurre en otros virus, s¢ suponc que csta regién conticne las secuencias necesarias
para dirigir la sfntesis de RNA gen6mico de polaridad negativa. Esta region no cstd bicn

caraclcrizada atn.
C 2) Resistencia natural a virus:

Las cnfermedades virales causan scrias pérdidas cn ¢l rendimiento y en la calidad de muchos
cultivos. Los mecanismos dc control tradicionalmente utilizados incluyen ¢l uso de semillas
libres de virus (certificacion de semillas), la propagaci6n vegetativa (téenicas de cultivo de
tejidos), la restriccién al movimicnto del patGgeno a drcas nucvas (cuarentena), la rotacion de
cultivos, cl control de malezas huéspedes de virus, la prevencion de la transmisién viral por
veclores, la cura de la enfermedad por quimiolerapia, tcrmoterapia o cultivo de meristemas, y cl
uso de cultivares resistentes (mejoramicnto genéltico). Este Gltimo sistema cs, indudablemente, cl
mds dcseable pero no sicmpre posible (Fraser 1990).

LLa mayorfa dc los cstudios de la relacién hospedante patdgeno cn plantas s¢ hicicron con hongos
y bacterias. Uno dc los logros més importantes de la genética en cste terreno {uc cl
desentrafiamicnto de las intcracciones gen a gen entre loci de resistencia/susceptibilidad cn la
planta y los correspondientes de virulencia/avirulencia cn el patdgeno (Flor 1956). En muchos
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casos la resistencia y la avirulencia son caracteres dominantes sobre la susceptibilidad y la
virulencia, respectivamente, aunque hay excepciones.

A conlinuacion sc incluye una breve descripeion de los distintos tipos de resistencia, con ¢l
objeto de aclarar parte de la terminologfa que s mancjard (indicada cn negritas) y sefalar ¢l tipo

de resistencia genética que sc estudiard a lo largo de cste trabajo.

C 2. 1) Resistencia de la planta no-huésped:

La resistencia de una planta no-huésped a un determinado virus cs una caracterfstica de especic.
Ninguno dec los miembros de una determinada cspecic mucstran sfntomas y no hay
multiplicaci6n viral lucgo de la inoculacién con un determinado virus. Esto puede deberse a que
la especic no contiene funcioncs de susceptibilidad requeridas por el virus. Por cjemplo las
plantas no huéspedes no sintetizan una subunidad de la replicasa viral (quc sf cstd presente en las
plantas huéspedes) de manera que no se pucde formar una replicasa funcional (Mouches y col.
1984). Algunas especies no huéspedes, sin embargo, permilen la replicacién del virus en
protoplastos inoculados (Pajc-Manalo y col. 1989), lo que indicarfa que otro mecanismo serfa cl
responsable de la resistencia. En otros casos, la multiplicacion viral ocurre en una tinica o cn
pocas células, ccrcanas al lugar de inoculacién. A cstas infecciones sc las 1lama subliminales
(Cheo y col. 1971; Sulzinski y col. 1982). En cstos dos dltimos casos la resistencia operarfa cn

contra del transporte dc célula a célula.

C 2. 2) Resistencia adquirida;

Una planta normalmente susceptible o resistente, puede tener un nivel de resistencia adicional
conferido por una inoculacién previa o por un tratamicnto qufmico. Un ejemplo de cste lipo de
resistencia cs la producida por una rcaccion de hipersensibilidad de la planta por formacion de
lesiones locales en el sitio de inoculacién (Fraser 1985). Este lipo de resistencia cs en gencral no
cspecffica: una infeccién por un virus pucde inducir resistencia frente a hongos, bacterias u olros
virus.

En contrastc, la proteccion cruzada resultante de una infeccibn sistémica previa s altamente
especffica (Urban y col. 1990). Este tcma se tratard en delalle més adclantc.

Ninguno de estos tipos de "resistencia” parccen estar bajo ¢l control de sistemas genéticos

simples cn el huésped.

C 2. 3) Resistencia genética dc un cullivar:
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Un cultivar genéticamente resistente contienc uno o varios genes gue le conficren resistencia
frente a un virus ante cl cual la especic como un todo es susceptible. Este tipo de resistencia
pucde ser sobrepasada por cepas virulentas del virus. La reaccién del huésped estd asimismo
afcctada por la tolerancia, que también pucde cstar controlada genéticamente. La tolerancia cs la
resistencia a la aparicion de stntomas o pérdidas cn ¢l rendimicnto, mds que a la multiplicacién
viral (Edwards y col. 1988), y no debe ser confundida con la resistencia genética de la cual nos

vamos a rcferir en lo sucesivo.

C 3) Genética de la resistencia de plantas a virus:

Las ctapas criticas cn la intcraccion planta-virus son los eventos de reconocimicnto entre
moléculas codificadas por ¢l hospedante y el patdgeno, la transduccion de Ia seiial y la induccion
dc la respucesta.

Bald y Tinsley (1967 a, b y ¢) propusicron un modelo cn ¢l cual ¢l reconocimiento cspecflico
trac como consccucncia la susceptibilidad y 1a multiplicacion viral. La resistencia se debe a la
falta de factores imprescindibles para la multiplicacién viral en ¢l huésped, o a la presencia de
factores defectivos en su rol en la multiplicacién viral, pero efectivos en su rol cn ¢l
metabolismo dc a planta, cualquiera sca este rol. Este tipo de resistencia involucra un mecanismo
ncgalivo, y es probablementc recesiva. Conducirfa a inmunidad complcta si la funcidn de
susceptibilidad del buésped estd ausente por completo. La posibilidad de que el virus mute y
sobrepasc este Lipo de resistencia serfa, por lo tanto, baja.

En contrastc sc ha propucsto que cl cvento de reconocimiento cs ¢l detcrminanie de la
resistencia. Estc caso involucra la participacion de una funciin codilicada por ¢l virus y de otra
codificada por cl gen de resistencia del huésped, con la consecuente inhibicion de la
multiplicacién o de la distribucion del virus. Este modclo corresponde a un tipo de mecanismo
positivo. La respucsta del huésped puede ser directa (si ¢l producto del gen de resistencia del
huésped es dc por sf un inhibidor). En cste caso la resistencia serfa constitutiva. Alternativamente
ct producto codificado por cl huésped podrfa no ser un inhibidor, pero ser capaz de desencadenar
una respucsta que conduzca a resistencia cn ¢l huésped. Esta respucesta podrfa involucrar varios
genes. Sc trata de una respucsta indirecta. En ambas variantes de cste mecanismo positivo, la
resistencia deberfa ser dominante o dominante incompleta (dependicente de la dosis génica), y cl
virus podrfa adquirir virulencia con una modificacitn cn ¢l factor de manera (juc rcienga su
funcidn cn la patogéncsis viral pero ya no participe en ¢l evento de reconocimicnto.

Esta mutacion ¢s mds probable que aquella que haga que el virus sc independice de una funciton
codiflicada por cl patGgeno como se requerfa cn cl primer modelo. La prediccién es entonces que
la virulencia deberfa ser mas comtin cn los casos de genes de resistencia que codifiguen para un
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inhibidor positivo (dominante o dominante incomplcto) que cn los de genes de resisiencia
ncgativos (recesivos).

En muchos casos la resistencia a virus de plantas estd bajo un control genélico simple,
involucrando un dnico locus. En otros casos s¢ han detectado dos o més genes independicntes.
Genceralmente los anélisis genéticos de estos casos han sido simples, y la resistencia o la
susceptibilidad han segregado mendelianamente, ¢ indicado relaciones de dominancia claras
entre los distintos alelos.

En otros casos s¢ han propucsto intcracciones génicas mas complcjas, que pucden ser de
distintos tipos:

a) Dominancia incompleta (dependencia del dosaje génico). La resistencia puede parccer como
complctamente dominantc o reccsiva en basc a la severidad dc los sfntomas pero puede mostrar
un efccto dependicnte de la dosis génica cuando se mide multiplicacidn viral. Esto ha ocurrido
cn ¢l caso del gen Tm-1 de tomate para resistencia al virus del mosaico del tabaco (TMV)
(aparentemente dominante) (Frascr y col. 1980) y el gen he-7 de poroto de resistencia al virus
del mosaico comiin del poroto (aparcntcmente recesivo) (Day 1984).

b) Resislencia controlada por varios genes. Incvitablemente las tasas de scgregacidn son
complcjas. Siempre que se obticnen tasas de segregacion complcjas hay una tendencia a invocar
a cste tipo de fenémeno para cxplicarlas. Este bien pucde ser ¢l caso, pero se debe tener especial
cautcla en dos puntos: 1) la cvaluacién de los cfectos del ambicente y 2) la consideracion de las
caracterfsticas dircctas de la resistencia y no dc los sfntomas, ya que la evaluacion dc la
resistencia/susceptibilidad a partir de los sfntomas introducc un grado mayor de complejidad al
andlisis genético.

Hay varios casos cn los quc la resistencia estd bajo un control génico complejo (Drijfhout 1978)
0 donde hay genes modificadores del huésped o donde cl fondo genético del huésped cs
importante (Catherall y col. 1966).

Hay cjemplos, ademds, en los que un gen parece conferir resistencia a varios virus. Claramente
aqucllos genes que afecten ¢l comportamicnto de un vector son micmbros "pasivos” dc este
grupo. Los casos interesantes son aquellos que involucran mecanismos de resistencia que operan
contra varios virus cn una misma planta. L.a mayorfa de los cjemplos disponibles involucran a
los Potyvirus. Asf, la resistencia de Capsicum annum al virus Y de la papa (PVY) y al virus del
grabado ("ctch") del tabaco (TEV) parcce ser conferida por un dnico gen, micntras quc cl gen
mo dc arvcja conficre resistencia at virus del mosaico amarillo del poroto (BYMYV) y al virus dcl

mosaico de 1a sandfa (Fraser, 1990).

C 4) Proteccion cruzada clasica:
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El término fuc propucsto por McKinney en 1929. Este investigador descubri6 que la infeccion
con una ccpa de un virus conferfa resistencia frente a la infecciGn subsiguiente con una cepa
igual o ccrcanamente relacionada. Durante muchos afios los agricultores han inoculado sus
plantas con cepas "suaves” de virus para retrasar o prevenir los sfntomas de la infeccién y/o
prevenir la infeccién por cepas virulentas.

Sin embargo, distintos aislamicntos de un mismo virus varfan cn ¢l grado de proteccion cruzada
que provocan, y catre aislamicntos de ciertos virus no se demostré proteccion cruzada. La
protecci6n entre determinados pares de aislamicntos puede no ser recfproca y algunos
aislamicntos de un mismo virus no conficren proteccion cruzada cn ningin sentido micntras que
otros aislamicntos del mismo virus si la confieren. Dado que hay una fuerte cvidencia de que la
célula vegetal debe ser infectada para ser protegida, alguna de cstas situaciones pucden reflejar cl
grado cn que distintos virus varfan cn su capacidad para infectar las células de una planta. El
nivel de resistencia obtenida por proteccién cruzada es variable. Si las concentraciones de
in6culo sc aumentan de 100 a 1000 veces (con respecto al inGeulo necesario para infectar a una
planta sana) las plantas protcgidas sc superinfectan. A campo, las plantas no suclen verse
cxpuestas a concentracioncs Lan altas de inéeulo y la superinfeccién ocurre muy raramente.
Como la proteccion cruzada depende de la concentracion del indeulo y reduce cl nimero de
lesiones locales lucgo de la inoculaci6n, cstd claro que suprime la infeccitn inicial. Sin embargo,
la reduccién en el contenido viral sistémico obscrvada bastante ticmpo después de la infeccién
inicial también implicarfa una supresion cn la replicacion y transporte viral.

Sc han propucsto varios mccanismos para explicar la proteccién cruzada, 1a mayorfa dc los
cuales focalizan la atencién sobre ¢l RNA viral o sobre la cdpsidc viral como factores
mcdiadores de cste fenémeno. Gibbs propuso en 1969 que un cxceso de replicasa del virus
protector podrfa unirse pero no transcribir al RNA gen6mico del virus desafiante. Scegiin esta
tcorfa nunca ocurrirfa supcrinfeccion, y de hecho ocurre. En 1974 Ross propuso que la replicasa
del virus desafiante podrfa no scr lo suficientemente sclectiva y copiar ¢l RNA viral del virus
protector debido a su mayor abundancia. El grado de proteccion cstarfa dado, por lo tanto, por cl
grado de afinidad cntre la replicasa del virus desaliante y el RNA viral del virus protector. Se
cncontré que virus relacionados podfan utilizar la misma replicasa. En 1984 Palukaitis y Zaitlin
propusicron que la proteccion frente a la infeccién por virus a RNA sc debe a la hibridizacion
cntre ¢l RNA - desafiantc y ¢l RNA +, cn exceso del virus protector. En apoyo a csta teorfa sc
hall6é protcecion cruzada con viroides los que no estdn encapsidados y no codifican para ninguna
protefna conocida.

Con respecto a las teorfas que involucran a ja protefna de cépside, de Zocten y Fulton
propusicron en 1975 quc ¢l RNA dcsafiante ¢s reencapsidado por ¢l exceso de protefna de
cdpside dcl virus protector. No hay evidencjas experimentales que apoyen csta hipétesis. Mds
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adelante Sherwood y Fulton (1982) encontraron que la infeccion de Nicotiana sylvestris con una
cepa de TMV no conferfa proteccién frente a una subsiguiente infeccion con RNA de TMV o
con partfculas dec TMV tratadas con bentonita (que provoca cl desnudamicnlto parcial). Lo
mismo ocurrfa si ¢l RNA era encapsididado con protefnas de un virus no relacionado. Esto
sugirié que la protefna de cépside del virus desafiante cs 1a que determina la especificidad de la
reaccin. Propusicron entonces que la proteccion cruzada se debe a un bloguco en ¢l
desnudamicnto de la cdpside del virus desafiante.

En 1984 Wilson y col. demostraron que partfculas de TMYV relajadas por tratamicnto con alto pH
cran buenos lemplados para la traducci6n in vitro. En 1986 Wilson y Waltkins observaron que al
afiadir protefna de cépside en grandes concentraciones, esta reaccion sc bloqucaba. Propusicron
cntonces un mecanismo por ¢l cual la traduccion del RNA viral del virus desafiante se ve
impedida por la reencapsidacion con la protefna de cdpside del virus protector. Sin embargo en
olros sislcmas, s¢ obluvo proteccién no solo frente a virus completo sino también frentc a RNA
viral, por lo que algiin otro mecanismo podrfa estar involucrado.

Todas las hip6ltesis plantcadas hasta el momento involucran la supresion de la infeccién inicial.
También hay cvidencias de mecanismos que involucran la supresion de la invasidn viral. Dodds
y col. (1976 ) encontraron un caso de proteccion cruzada cn que la cepa desaliante del Virus del
Mosaico del Coliflor (CMV) replicaba normalmente pero estaba confinada a la hoja inoculada.
En rcsumen, a pesar de que se han propucsto y encontrado cvidencias para muchos mecanismos
diferentes, ninguno dc cllos cxplica todos los datos cxperimentales. Es probable que cxistan
diferentcs mecanismos cn distintos sistemas virus-huésped.

La protcccion cruzada se ha usado en muchas instancias para controlar enfermedades virales. Sin
cmbargo prescnta varias dificultades: las cepas protectoras pucden ser diffciles de aislar o
producir, pucden causar pérdidas cn ¢l rendimiento, dafio en otros cultivares, no confcrir
proteccitn contra todas las ccpas que sc cncucntran a campo, mular cn variantes virulentas,
aumcntar la susccptibilidad frente a patégenos no virales, o permitir la seleccién en favor de
ccpas més daninas. Ademds, 1a planta cs susceptible hasta que sc completa la infeccion sistémica
con la cepa protectora y la aplicacion de la cepa protectora puede ser diffeil o costosa,

cspecialmente en ¢l caso de cultivos anuales.

C 5) Mejoramiento genético para obtener resistencia a PLRV:
Las fueptes de resistencia a PLRV no son ghundantcs y no se encontraron genes mayores.

Dcbido a csto, los programas de mejoramiento para resistencia a PLRV han tratado de
sclecciopar un Lipo de resistencia poligénica, que sc expresa como resistencia cuantitativa a la
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infeccion y que cs diffcil de medir. La scleccion de un cardcter controlado poligénicamente cn
papa presenta grandes dificultades adicionales dado la naturalcza tetraploide de la papa. Sin
cmbargo algunos cultivares de papa reaccionan a la infeccién por PLRV desarrollando necrosis
sistémica, la que cstd controlada por un dnico gen dominante y modificada por genes menores
(Ross y col. 1986). M4s adelante, Barker y col. (1990) encontraron que la progenic resultante de
cruzamicntos reclprocos entre un cultivar resistente (G7445) y uno susceptible (Maris Piper) a
PLRYV sc parccfa a uno de los padres en una proporcion 1:1, que cs la csperada si la
multiplicaci6n viral estuvicra controlada por un gen mayor o un grupo de genes ligados. La
concentracion de PLRV (cuantificada por ELISA) cn el cultivar resistente fue de 60 ng virus/gr
de hoja, mientras que cn cl cultivar susceptible fuc de 1200 ng/gr de hoja. En base a ésle y otros
cstudios (Barker y col. 1985, 1986, 1987), Barker propuso que la resistencia a PLRYV tendrfa tres
componcentes principales: la resistencia a la multiplicacion viral, 1a resistencia a la infeccion y la

inhibicién del movimiento del virus desde el follajc a los tubérculos.

C 6) Obtencion de plantas transgénicas resistentes a virns:

Las técnicas de ingenicrfa genética permiten la transferencia de genes capaces de conferit
resistencia al fondo genético de los cultivares apreciados por cl productor sin modificacién del
mismo. El uso de 1a misma para la introduccion de resistencia a virosis en plantas es recienle y
prometedora. Hamilton (1980) fue uno de los primeros investigadores cn proponer que la
expresion de sccucncias virales cn plantas transgénicas podrfa ser un método para proteger a las
plantas contra las infccciones virales. Otros investigadores aportaron idcas mds refinadas accrca
de qué sccuencias podrfan potenciar la proteccién (Sequcira y col. 1984; Beachy y col. 1985;
Sanford y col. 1985). Sobre la base de los modelos de proteccién cruzada propucstos por de
Zocten y col. (1975), y Sherwood y col. (1982), Sequcira (1984) sugirié que la cxpresion de la
protefna de la cépside viral podrfa resultar en proteccion. En 1985 Beachy expuso ¢l uso
potencial de gencs que exprescn sccucncias virales antisentido y, en ¢l mismo afio, Stanford y
col. sugiricron que la replicasa de un virus protector podrfa unirse a un sitio especffico del virus
desaliante impidiecndo a su propia replicasa unirse al mismo sitio y por lo (anto la replicacion del
virus desafiante. Varios autores (Powell-Abell y col. 1986, Hemenway y col. |988, Cuozzo y
col. 1988) confiricron resistencia genética a plantas susceptibles a virus interfiriendo con la
replicacion del patdgeno o con su discminacion. Los primeros autores sintetizaron una sccuencia
de cDNA del virus del mosaico del tabaca codificante para la protefna de cubierta dcl virus. Una
vez incorporada csta sccuencia al genoma de plantas de tabaco mediante un pldsmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens, cl gcn quimérjco fue capaz de dirigir la sfntesis de protefna de



cdpside cn las plantas transgénicas. Cuando cstas plantas fueron desafiadas inoculando con
viriones intactos sc¢ observé resistencia.

En cl caso dcl virus del enrollamicnto de la hoja de 1a papa, la introduccion de un gen de cépside
quimérico resulté en plantas con resistencia a esta virosis. Sin embargo, un anélisis dctallado no
permiti6 la deteccién de protefna de cdpside mediante métodos inmunolégicos muy scnsibles,
aunquc sf la transcripcion del gen en mRNA que codifica para csta protefna (Kawchuk y col.
1990 y 1991 y van der Wilk y col. 1991).

Para la oblencidn de plantas transgénicas resistentes a virus sc han utilizado varias cstrategias
distintas, las que sc describen a continuaci6n:

C 6. 1) Expresién dc la protefna de cdpside.

Desde 1986 han habido un gran nimero de publicaciones describicndo proteccién mediada por
expresion de genes codificantes para la prolefna de cdpside, incluyendo el caso de PLRV, en
paralclo con ¢l desarrollo de csta tesis (Beachy y col. 1990). En la tabla I sc mencionan algunas

de cllas.

Tabla 1:
gen de capside quimérico cspecie virus referencia
P35S:AIMV:NOS tabaco AIMV Tumer y col. 1987
P’35S8:AIMV:NOS tabaco AIMV Van Dun y col. 1987 b)
P35S:AIMV:NOS tomate AIMV Tumer y col. 1987
P19S:AIMV:CaMV tabaco AIMV I.ocsch-Irics y col. 1987 a)
P19S:AIMV:CaMV tabaco AIMV Loesch-Fries y col. 1987 b)
P35S:AIMV:T-DNA ORI125 tabaco AIMV Halk y col. 1989
P35S:AIMV:T-DNA ORI25 alfalfa AIMV Hill y col. 1991
P35:CMVrbcS-1:9 tabaco CMyV Cuozzo y col. 1988
P35:PVX:rbcS-1:9 tabaco PVX Ilemcnway y col. 1988
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gen de capside quimérico especic virus referencia
cP35:PVX:rbeS-1:9 papa PVX Lawson y col. 1990
P35S:PVX:NOS papa PVX Hockema y col. 1989
cP3S:PVY:rhcS-159 papa Pvy Lawson y col. 1990
2xP35S:PLRV:NOS papi PLRV Kawchuk y col. 1990y 1991
I35S:PLRV:NOS papa PLRYV van der Wilk y col. 1991
P3SS:PLRV:NOS papa PLRV Barker y col. 1992
1P3SS:PRV:3 UTS de CaMV tabaco PRV Ling y col. 1991
P35S:PRV:3' UTS de CaMV papaya PRV Fitch y col. 1992
P35S:SMV:NOS tabaco SMV Stark y col. 1989

P35 TSV:NOS tabaco TSV Van Dun y col. 1988 a)
P35S TEV:3'UTS dc CaMV 1abaco TSV Lindbo y col. 1992
P35S:SMV:NOS tabaco TEV, PVY Stark y col. 1989
P35S:TRV:NOS tabaco TRV, PLEBV Van Dun y col. 1988 b)
P35: TMV:NOS tabaco T™MV Powell-Abel y col. 1986
P35 TMV:NOS tabaco ToMV Nelson y col. 1987
P35:TMV:NOS tabaco ORSV, PMMV, TMGMYV  Nejidat y col. 1990

P35. TMV:NOS tomaie TMV, ToMV Nelson y col. 1988

CaMV: virus dcl mosaico del coliflor, PRV: virus del manchado anillado ("ringspot”) de la papaya, SMV:
virus del mosaico dc la soja, TSV: virus dcl rayado ("streak”) del tabaco, TRV: virus "rattlc” del tabaco,
PEBYV: virus del amarronamiento temprano de 1a arveja, ToMV: virus del mosaico del tomate, ORSV:
"odontoglossum ring spot virus”, PMMYV: "pepper mild mottle virus”, TMGMYV: "tobacco.mild green

mosaic virus”.

1’35S: promotor del transcripto de 35S de CaMV; 2xP358S: promotor doble 358S; ¢P35S: promotor 358 con

un enhancer.

NOS: terminador de la nopalina sintctasa; rhcS-19: tcrminador de la protefna rubisco; 3'UTS: region 3'
no traducida del CaMV; T-DNA ORI?2S: temminador del ORI 25.

La resislencia mediada por expresion de la protefna de la cdpside sc manificsta de varias

mancras;

a) En de las plantas que cxpresan la protefng de la cdpside (CP+), hay menos sitios de infeccion
cn las hojas inoculadas. Para TMV, Nelson (1987) obtuvo entre 95 y 98 % menos Icsioncs cn
plantas de tabaco CP+ inoculadas quc en plantas de tabaco CP-. Lo mismo se obscrvé en plantas
que expresan las cdpsides del virus del mosaico de la alfalfa (AIMV) o del virus X de la papa
(PVX) (Locsch-Fries y col. 1987 b) y Hemepway y col. 1988).
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b) En las plantas CP+ hay una reduccién en la tasa de desarrollo de la infeccidn sistémica. A
pesar dc que las hojas inoculadas resultan infectadas, cn las plantas CP+ hay menos casos de
infeccion sistémica. Es decir que existe un retraso en ¢l movimiento del virus desde la hoja
inoculada hacia las hojas por cncima del sitio de inoculacion.

* En las plantas CP+ hay mcnos acumulacién de virus que cn Jas plantas CP-. Nclson y col.
(1987), informaron quc las hojas de plantas de tabaco CP+ inoculadas con TMV contenfan un
30% mcnos de virus que las plantas CP-. Las plantas transgénicas que cxpresan las cdpsides del
virus del mosaico del pepino (CMV), PVX 0 PVY no acumulan o acumulan significativamente
mcnos virus que los controles CP- (Cuozzo y col. 1988; Hemenway y col. 1988; Lawson y col.
1990).

Estas tres manifestaciones de resistencia pueden ser, en la mayorfa de los casos pero no sicmpre,
sobrepasadas por concentraciones crecicntes de virus. Cuando sc inocularon plantas que
cxpresan la cdpside de TMV con 0,4 pg/ml de TMV se observé un retraso de 10 dfas en la
aparicion de los sfntomas con respecto con los controles CP-, los que desarrollan sfntomas
cuando fucron inoculados con 0,01 pg/ml. Este retraso sc redujo a 1 o 2 dfas cuando ¢l in6culo
fue de 2 pg/ml. Ademas con inGeulos mayores se redujo el nimero de plantas que escapan a la
infeccién (Powell-Abel y col. 1986). La resistencia de las plantas que expresan las cdpsides de
AIMV (Tumer y col. 1987), PVX (Hcmenway y col. 1988; Lawson y col. 1990), PVY (LLawson
y col. 1990; Stark y col. 1989) y virus del grabado del tabaco (TEV) (Stark y col. 1989), cn
cambio, fuc cercana a la inmunidad, aun a altas concentraciones de inéculo (50 pg/ml).

En general, las plantas que cxpresan mayorcs niveles de protefna de cdpside viral, presentan
mayores niveles de proteccién. Esto ocurre en TMV (Powell-Abel y col. 1986), AIMV (Tummer
y col. 1987; Locsch-Frics y col. 1987b; Van Dun y col. 1987h); CMV (Cuozzo y col. 1988) y
PVX (Hemenway y col. 1988). Utilizando construcciones que carccfan de ATG y que por lo
tanto producfan transcriptos pero no protefna de cdpside, sc demostré que en los casos de TMV
(Powell-Abel y col. 1986) y AIMV (Van Dun y col. 1988a) la resistencia frente a la infeccion
con los virus respectivos dependfa de la protefna de cdpside y no del transcripta.

La Ifnca 303 dc papa obtenida por Lawson y col. (1990), en cambio, es inmune a la infeccion
por PVX y PVY (tanto por inoculacién mecénica como por dfidos vectlores) y contiene menores
nivcles de protefna dc ambas cépsides que otras lfncas menos resistentes.

Las planas transgénicas que cxpresan las cpsides dc PVX (Hemenway y col. 1988) o del virus
S dc la papa (MacKenzie y col. 1990) son resistcntes al desaffo tanto con virus como con RNA
viral. Esjo no ocurre en TMV (Nclson y col, 1987), AIMV (Loesch-Frics y col, 1987b; Van Dun
y col. 1987 a) y TSV (Van Dun y col. 1988 b) en donde la resistencia cs sobrepasada por la
inoculacjén de RNA viral.



La cfectividad de la resistencia mediada por la protefna de cdpside, ha sido muy bicn
documentada. No obstante, ain no se ha dilucidado, cn todos los casos, ¢l mecanismo ue media
cste fenémeno.

La reduccitn del ndmero de lesiones en los sitios iniciales de infeccién observada en las hojas
inoculadas de las plantas protegidas indica que la protefna de cdpside enddgena bloguea la
infecci6n viral en una ctapa temprana. El hecho de que la proteccién en plantas que expresan la
capside de TMV y AIMYV sca sobrepasada por la inoculacion con los RNAs virales
correspondientes, sugicre que la protefna de cdpside enddégena inhibe la infeccidn viral
impidicndo ¢l desnudamicnto del virus o el "uptake” del virus desafiante, tal como se propuso
para explicar la proteccién cruzada. Para investigar esta posibilidad Registrer y Beachy (1988)
analizaron la proteccidn cn protoplastos de plantas que expresaban la cdpside dc TMV.
Obscrvaron una reduccidn en la acumulacién de virus y dc RNA viral, por lo que los
protoplastos resultaron protegidos. Esta proteccion fue sobrepasada cuando los protoplastos
fucron inoculados por RNA de TMV. Estos datos sugiricron que la infcccién estaba bloqucada
con anterioridad o fue bloqueada durante la replicacion viral. Para examinar la posibilidad dc
quc la protefna de cdpside cndégena inhiba el desnudamicnto del virus desafiante, los mismos
autores inocularon protoplastos con viriones de TMV relajados por incubacion a pH 8. Los
protoplastos de plantas CP+ no rcsultaron protegidos. Estos datos apoyan la hip6tcsis de que la
protefna de cdpside endégnea inhibe el desnudamicnto del virus, ya sca mediante la unidn dirccta
al virus o mediante la unién a un sitio de desnudamiento del virus en la célula.

Como sc menciond, en el caso de PVX la proteccién no cs sobrepasada por la inoculacién con
RNA viral. Las difcrencias entrc TMV y PVX pucden deberse a que tos mecanismos de
ensamblaje y/o desnudamicnto son distintos en estos dos virus. El ensamblaje dec TMV procede
bidircccionalmente, pero al principio ocurre desde 3" a 5’ a partir de un sitio de origen de
ecnsamblado (OAS) que estd ubicado cn cl extremo 3' del RNA viral. Si bicn ¢l mecanismo de
cnsamblajc de PVX no es bicn conocido, para otro virus dc la misma familia (el virus del
mosaico dc la papaya) sc demostré que cl ensamblaje ocurre de §' a 3' a partir dc un OAS
ubicado cn el extremo 5' del virus. El desnudamicnto ocurre de 5' a 3' para TMV y de 3" a 5' para
PVX.

El retraso o la falta de infeccién sistémica cn las plantas CP+ con respecto a las CP-, sugicre otro
tipo de mecanismo de accién mds tardfa. El rctraso podrfa deberse a una interferencia con: la
distribucion de virus de célula a célula cn ¢l tejido inoculado, cl egreso del virus de la hoja
inoculada al tcjido vascular, cl movimientq a través del (ejido vascular, el ingreso a hojas por
cncima del sitio de inoculaci6n y/o la infeccién de otros tejidos sanos. Wisnicwski y col. (1990)
obscrvaron quc la distribucion dec TMV cn |a hoja inoculada de plantas CP+ fuc igual que cn las
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plantas CP-. Sin cmbargo 1a distribucién del virus a (ejidos distantes se redujo significativamente

en las plantas CP+.

C 6.2) Expresién de RNA antisentido de cdpside:

Se ha informado proteccién mediada por RNA antisentido de protefna de cdpside cn PVX
(Hemenway y col. 1988), CMV (Cuozzo y col. 1988), TMV (Powcll-Abcl y col. 1986), PLRV
(Kawchuck y col. 1990), y TEV (Lindbo y col. 1992). El caso de PLRV s¢ analizard por
separado més adelante.

Hemenway y col. obtuvicron plantas de tabaco que cxpresaban RNA antisentido de cdpside de
PVX, las que resultaron protegidas a indculos de 0,05 pg PVX/ml. Obscrvaron una reduccién en
cl desarrollo de los sfntomas y cn la acumulaci6n de virus. A pesar dc cllo, la acumulacién de
virus fuc mayor que cn cl caso de transgénicas para cl gen de cdpside (de un 20% y de un 1%
con respecto al virus quc se acumulaba en las plantas control, respectivamente). Ademas, estas
plantas, no fucron protegidas frente a inGeulos de 0,5 pg PVX/ml (las plantas que expresaban cl
gen de cdpside fucron resistentes a este inGeulo).

Similarmente Cuozzo y col., (1988) obluvicron plantas de tabaco (ue cxpresaban niveles altos de
transcripto antisentido de la cdpside de CMV. Eslas plantas s6lo fucron protegidas frente a bajos
nivcles de indeulo.

En plantas transgénicas para cl antisentido de TEV, Lindbo y col. (1992) observaron un retraso
cn la aparicion dc los sfntomas asf como también una disminuciOn cn la scveridad de los
mismos. Estc grupo avanzd en el estudio del tema, ya que encontré que el virus era incapaz. dc
multiplicarsc en protoplastos derivados de cstas plantas infectados con RNA viral por
elcctroporacion.

Hay varias propucstas accrca del mecanismo responsable de la proteccion observada con esta
estralcgia, ninguna de cllas confirmada. Una posibilidad cs que se formen hfbridos RNA/RNA
entre ¢l RNA antisentido que sc expresa constitutivamente cn las plantas transgénicas y RNA dcl
virus, que impidan la traduccién y por lo tanto la multiplicacion viral, y/o el cnsamblaje de los
viriones. Otra alternativa es quc ¢l RNA antiscntido compita con factores virales (como por ¢j la
replicasa) o del huésped, por la unién a zonas determinadas del RNA viral.

Ambas propuestas explicarfan la falta dc proteccion frente a inéeulos virales altos.

. 3) Expresion de satéliles.

Sc obtuvicron plantas de tabaco transgénicas que cxpresaban los cDNAs correspondicntces a los
RNA salélites de CMV (Harrison y col. 1987) y TobRV (virus del manchada anillado,
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"ringspot”, del tabaco ) (Gerlach y col. 1987) bajo ¢l control del promotor del transcripto de 358
del virus del mosaico del coliflor. Las plantas transgénicas no mostraron sfntomas al scr
infccladas por CMV o TobRV respectivamente. Si bicn la hoja inoculada presenté Iesiones
ncerdticas, no hubo infeccidn sistémica y la multiplicacidn viral, cuantificada por Northern blot
fuc como mfnimo un 80% (generalmente un 95%) menor que en las plantas control para CMV.
Estas plantas no resultaron protegidas al ser infectadas por virus no relacionados como ¢l virus
del mosaico de la alfalfa, pero sf hubo una supresion de los sfntomas (aunque no fue acompafiada
por una disminucidén en la multiplicacién viral) cuando las plantas fucron infectadas con un virus
relacionado: el TAV ("aspermyvirus” del tomale ).

No sc determin6 atn ¢l mecanismo por cl cual la expresion del RNA satélite reduce la
replicacion del virus parasitado y/o la severidad de los sfntomas. Una posibilidad ¢s que los
satélites y los virus parasitados compitan por la maquinaria celular nccesaria para la replicacion.
Otra propuesta cs que el RNA satélite tenga actividad de ribozima responsable de la reduccion de
la multiplicaci6n del virus parasitado por un mecanismo no descripto.

Esta cstrategia ticne la ventaja sobre la disecminacion de CMYV contenicndo RNAs satélites que se
practica cn China, de que las pérdidas cn cl rendimiento ocurren Jucgo de la infeccién natural y
por o tanto serdn menores que aquellas cn plantas no transgénicas. Del mismo modo, ¢l RNA
satélite scrd transmisible sélo después de una infcccién natural.

El uso de cste sistema para controlar la infeccion viral es limitado ya que hay pocos virus que
ticnen satélites. Ademds, una posible desventaja de la transformacion con cDNA satélite ¢s que a
pesar de que el RNA satélite cs benigno en la planta huésped, podrfa ser virulento ¢n otras
especies o podrfa mutar a una forma virulenta en la planta huésped, ya ue los satélites benignos
y los virulentos dificren en unos pocos nucledtidos. Por dltimo, cn los casos cn que s¢ reducen
los sfntomas pero no la multiplicacién viral, la proteccidn por satélites no impedird la

discminaci6n dcel virus (Harrison y col. 1987).

C 6. 4) Expresion de la replicasa viral.

Se conoce con detalle la organizacién genémica del virus del mosaico del tabaco (TMV). Sin
ecmbargo todavfa no sc ha determinado la naturaleza cxacta de la replicasa, enzima responsable
de 1a sfngesis dc RNA genémico y subgenémico. Generalmente se acepta que cste virus codifica
para 4 protefnas; dos de ellas sc traducen a partir del RNA viral y las otras dos a partir dc sendos
RNAs subgen6micos. El extremo 5' del RNA gen6mico codifica para dos protefnas de 126 y 183
kDa, que se considcran parte dc la replicasa viral (Golemboski y col. 1990). Estas dos protcinas
sc inician en ¢l mismo sitio y la mds larga se produce por cambio de fasc dc lectura
("rcadthrpugh”) del codén de (erminacién de la més corta. Golemboski y col. (1990) sosticnen



que hay ademds otra protefna de 54 kDa que estd codificada en la parte del gen de la protefna de
183 kDa quc no se comparte con la protefna de 126 kDa (desde la posicion 3472 hasta la 4919).
La principal evidencia de la existencia de esta protefna cs ¢l descubrimicnto de un tercer
subgenémico Hamado I RNA cuyo extremo 5' fuc mapeado en la posicion 3405, Este
subgenémico conticne un marco abicrto de Iectura para una protefna de 54 kDa que comenzarfa
cn un codén de iniciacién cen la posicion 3495. Sin ecmbargo no se hallé a esta protefna cn (cjidos
infectados. Con el objeto de atribuir una funcién a csta protefna de 54 kDa, Golemboski y col.
(1990) obtuvicron plantas dc tabaco transgénicas que expresaban csta protefna de la cepa Ul de
TMV. Las plantas transgénicas no presentaron sfntomas ni permiticron la multiplicacitn viral,
cuando lucron desafiadas con indeculos de 500 pg/ml de la misma cepa de TMV o 300 pg/ml de
RNA viral (los més altos testados). No sc detectd a la protefna cn las plantas transgénicas. No sc
obscrva resistencia frente a la infeccion con las cepas U2 o L de TMV o frente a la infeccion por
CMV. Experimentos preliminares con plantas transgénicas que expresaban un antimensajero de
csta protefna, no mostraron resistencia. Si bicn en cste trabajo no se hicicron experimentos
comparativos, cn reportes anteriores Powell-Abcel y col. (1986), encontraron que 4 de 7 plantas
transgénicas para la cdpside de TMV mostraban signos de infeccién cuando cran inoculadas con
0,5 yg/ml de TMV. Esta fuc la primer evidencia de que una protefna no estructural podfa
conferir resistencia a la multiplicacion viral.

Recientemente Braun y col. (1992) informaron que plantas transgénicas para ¢l gen de la
replicasa de PVX cran resistentes a la infeccién por ese virus. Sc cree que el ORF | codifica para
la replicasa viral ya que conticne varios dominios conservados que cstdn presentes cn otras RNA
polimcrasas RNA dependientes. En este trabajo se encontrd que tanto las plantas que expresaban
¢l ORF 1 completo como las que expresaban la sccuencia 5" NC y los primeros 674 codones del
ORF 1 cran altamente resistentes a la infeccion por PVX. Plantas que expresaban cl tercer y
cuarto cuarto del ORF 1, que contenfan un motivo de unién a NTP y un motivo Gly-Asp-Asp
que participa cn la funcién catalftica de fa replicasa respectivamente, no fucron protegidas frente
a la infeccion por PVX. Las plantas resistentes presentaron menor niimero de lesiones locales y
una menor acumulacién de virus cn la hoja inoculada y cn las hojas que estaban por encima del
sitio de inoculacion. La planta més resistente por expresion del ORF | fue signilicativamente
mds resistente cn cuanto a reduccion del ndmero de lesiones y multiplicacion viral que la planta
mds resistente por expresion de protefna de cdpside, usando tanto PVX (5 pg/ml) como RNA
PVX (§ pg/ml) como in6eulo viral. No hubo correlacién entre los niveles de expresion y ¢l grado
de proteccion. Esle proceso, si bien es conpeido es poco comprendido (Lawson y col. 1990). Al
igual que cn ¢l trabajo antcrior, no sc pudq detectar la protefna. Dado que ¢l mRNA del ORF )
cs cstable y que cste RNA una vez traducido in vitro produce un polipéptido del tamaiio

correctn, los autores suponen que la protefpa estd presente pero cn niveles por debajo del Ifmite
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de deteecion (0,002% de las protefna extrafbles totales). También cxiste 1a posibilidad de que la
protefna no sca cstable cn las plantas transgénicas (por la falta dc alguna protefna viral o una
sccuencia estabilizadora en ¢l genoma viral, o debido a una respuesta en ¢l huésped que reduzca
los niveles de esta protefna). Es importante determinar si la protefna (atin en concentraciones
bajas) o ¢l RNA son responsables de la resistencia.

Para ascgurar la cxistencia del huésped y del patégeno, tanto las plantas como los virus que las
infcctan ticnen varios mecanismos biolGgicos para controlar o regular ¢l grado de la infeccidn.
Por ejemplo ¢l bacteriéfago R17CP autorregula la expresién de la replicasa uniéndosc al
tcmplado y por lo tanto impidicndo la subsiguicnte traduccitn de esta protefna (Bernardi y col.
[972). Kiho y col. (1984) observaron un control similar ¢n su estudio de una cepa atenuada de
TMV. La infecci6n con esta cepa protege frente a infecciones posteriores de TMV. El virus
atenuado sc replica normalmente durante 4 dfas y lucgo su replicacion se deticne. A csle
fendmeno sc lo llamo autorregulacion y sc propone que es debido a la sobreproduccién de la
replicasa de 183 kDa. Basdndose en csto, Braun y col. (1992), propusicron que la cxpresion
constitutiva dcl ORF 1 de PVX cn plantas transgénicas podrfa interferir con la infeccion viral
por alguno de los siguienles mecanismos:

* Una concentracién anormalmente alta de la protefna codificada por el ORF 1 podrfa
contrarrestar a un inhibidor de autorregulacidn.

* La protefna codificada por cl ORF 1 podrfa unirse al RNA viral ¢ inhibir o la transcripcion de
otro gen viral o ¢l empaquetamicnto del RNA viral.

* La sobreproduccion de esta protefna podifa titular factores del huésped que normalmente
participan en cl complcjo dc replicacion viral. También existe la posibilidad de que la replicasa
(uc cxpresan cstas plantas no sca la forma mds activa posible (el clon usado tienc una
infectividad del 0,2% con respecto a la del RNA viral complcto).

* Sc podrfan formar hibridos RNA-RNA cntre el RNA codificado cn cl transgén y ¢l RNA viral
ncgativo que afccten dramdticamente la replicacion. En este caso la molécula responsable de
conferir resistencia a PVX es el RNA y no la protefna codificada por el ORF 1.

C 6. 5) Expresion de la nuclcocdpside:

El virus del marchitamicnto motcado del tomate pertencee al grupo de los Tospovirus. De
manera similar a los Bunyavirus animalcs posee una envoltura lipfdica con espfculas de
glicoprotefnas protruyentes. Su genoma cs fripartito de polaridad ncgativa. Recientemente dos
grupos (Gielen y col. 1991; MacKenzie y col. 1992) obtuvicron plantas de tabaco transgénicas
quc expresaban fa nuclcoprotefna viral baja el controt del promotor de 35S. Usando una
construccion en la que ¢l ATG y el marco de lectura del gen de la nuclcoprotefna cstaban
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alterados por mutagénesis dirigida, de Haan y col. (1992), demostraron que la resistencia se debe
a la presencia de RNA (+) de la nucleoprotefna y no a la nuclcoprotefna por sf misma. Las
plantas fucron resistentes a la inoculacién mediada por cl vector natural mds importante,
Frankliniella occidentallis (Perg). No mostraron resistencia a otros lospovirus que comparien,
sin embargo, un 80% dc homologfa nucleotfdica. L.os autores propusicron que la multiplicacion
viral cstarfa impedida por intcraccion RNA-RNA. Alicrnativamente (o ademds) ¢l RNA
antisentido podrfa competir por factores virales o del huésped, como por ejemplo factores

requeridos para la replicacién viral.
C 7) Objetivo:

Obtencidn de plantas dc papa de un cultivar de uso local (Huinkul-MAG) resistentes a la
infcccion por ¢l virus del enrollamicnto de Ta hoja (PLRV) por expresion de la protefna de
cdpside viral.

Para cllo es necesario poner a punto la (éenica de transformacion de papa por Agrobacterium
tumefaciens para cstc cultivar y, por otro lado, clonar ¢l gen de cdpside de PLRV y construir un

vector adecuado para la transformacion.



D) OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA RESISTENTES A INSECTOS POR

EXPRESION DE LA DELTA-ENTOMOTOXINA DE BACILLUS THURINGIENSIS:

D 1) Introduccion:

La agricultura moderna utiliza una amplia varicdad de insecticidas, 1a mayorfa de los cuales son
sintctizados qufmicamente. Desde hace aproximadamente 35 aios sc utilizan ademds
hioinsccticidas comerciales basados ¢n la toxina producida por Bacillus thuringiensis. La
actividad insccticida de cstos compucstos reside en cuerpos de inclusion cristalinos que se
producen durante la csporulacion de la bacteria, compucstos de protefnas llamadas delta
cntomotoxinas, que son téxicas para una gran varicdad de inscctos. Los cristales s¢ disuclven en
las condicioncs alcalinas dcl intestino del insccto liberdndose protefnas de entre 27 y 140 kDa
que a su vez. son clivadas por protcasas intestinales dando lugar a fragmentos téxicos pequeiios.
Estos fragmentos se unen a sitios receptores altamente especfficos en el epitclio intestinal,
gencrando poros. Sc rompe ¢l balance osmdtico y se produce lisis celular.

Entre las ventajas de las toxinas de BT sobre los insceticidas qufmicos se encucntran;

1) Son altamentc espectficos, por lo que mediante su uso s¢ pucden controlar determinadas
plagas sin alcctar a otras cspecics.

2) Su hajo costo de desarrollo.

3) Su carencia dc cfectos perjudiciales sobre otros animales (mamffcros , aves), sobre los
operarios cn ¢l campo, los consumidores y el medio ambicnte.

4) No es nccesario un perfodo de carencia permiticndo su uso poco antes de la coscecha.

La aplicaci6n dc cstos productos comerciales ticne sin embargo dos caracterfsticas que limitan su
uso:

1) Son incstables a campo por lo que son necesarios varios tratamicntos al afio. Asimismo no sc
pucden almacenar durante largo ticmpo.

2) Dependiendo del tipo de plaga que se desce controlar, pueden no ser electivos adn contra
inscctos sensibles a 1a toxina. Tal es cl caso de las polillas del tomate y de la papa
(Scabipalpuloides absoluta (Meyrick) y Phtohorimaea operculella (Zeller)) que son
microlepidépteros minadores. Dado que s¢ alimentan de mes6filo, y que las esporas de la
bacteria quedan sobre la epidermis (¢l producto no tiene poder de penctracin), las larvas no las
ingicren y, por lo tanto, no son afectadas.

3) El uso de cstos bioinsecticidas cs un problema cn pafses como Japdn dondce la liberacién
masiva dc esporas cs una amenaza para la industria textil que se vale del gusano de 1a seda, que

¢s sensible a BT.



4) La presencia de esporas en las formulaciones ¢s un inconveniente para la comercializacion de
los productos basados en bacicrias recombinantes dado que introducen consideraciones
adicionales en cuanto a la scguridad ambicntal.

Como contrapartida, la produccién de plantas transgénicas que expresen la toxina de Bacillus

thuringiensis cs una alternativa vélida ¢ interesante para obtener plantas resistentes a insectos.
D 2) La toxina de BT como insecticida biologico.

Histdricamente, las cepas de BT han sido clasificadas cn basc al antfgeno flagelar (o antfgeno H)
de las células vegetativas cn 34 subespecies. Recientemente las toxinas de BT se han clasificado
por su estructura, antigenicidad y cspectro de actividad insccticida en los grupos: Cry |, Cry 11,
Cry IHl y CrylV, especfficos contra Lepidapteros, Lepidipteros y Dipteros, ColeGpteros y
Dfpteros respectivamente.

El dominio t6xico ha sido localizado en la mitad amino tcrminal de la protoxina. Asf, cl gen bi2
de Bacillus thuringiensis subcsp. Berliner 1715, codifica para 1155 aminodcidos; cl fragmento
mds pequeiio capaz de retener completamente la toxicidad corresponde a los primeros 607
aminodcidos (Vacck y col. 1987). Lambert y col. (1992) estiman quc hay alrededor de 4000
cepas de BT aisladas, 1a mayorfa de las cuales forman parte de colecciones privadas. Muchos de
cstos aislamicntos producen varias toxinas difcrentes.

Sc cstima que las ventas de insccticidas ascicnden a unos 6 billones de délares anuales en cl
mundo. Los productos basados ¢cn BT dan cucnta de 100 millones anuales (o sca
aproximadamentc cl 1,6% del total). EI 57,2% dc estos u$s 100 millones corresponden a
Nortcamérica, ¢l 24% a Asia oricntal y cl 8,1 % a Centro y Sudamérica (Lambert y col. 1992).
Estos productos comerciales sc aplican a razén de 10 a 50 gr/acre (1020 molcc/acre) y son 300
veces més potentes que los pirctroides sintéticos (3x 1022 molec/acre) y 80.000 veces més que
los organofosforados (8x 1024 molcc/acre).

La primer toxina de BT fuc clonada en 1981 a partir de la subespecic kurstaki HD-1-Dipel por
Schnepfl y col. (1981).

D 3) Plantas insecticidas.

La primer planta transgénica para cl gen de la toxina de Bacillus thuringiensis fuc oblcnida por
Vaeck y col cn 1987. A partir de allf, s¢ han obtenido plantas de tomate (Fischhofl y col 1987,
Barton y col 1987; Delannay y col. 1989), algodén (Perlak y col. 1990; Wilson y col. 1992) y

papa (Peferoen y col. 1990) resistentes a insectos como gusano del capullo, taladrador curopeo

del mafz y escarabajo de la papa de Colorado.
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En los primeros trabajos, s¢ intenté expresar ¢l gen que codifica para la toxina de BT completo.
Vacck y col. (1987), hallaron que la expresién la protefna completa cra 10 veces menor que la
cxpresion del fragmento téxico solamente (los primeros 607 aminodcidos). Barton y col. (1987).
observaron que callos que expresaban la toxina completa, sc tornaban nccrdticos y morfan, por
1o que concluyeron que la expresion de 1a endotoxina de BT era letal a las células de la planta.
Todos los trabajos posteriores trabajaron entonces con cl gen de 1a toxina truncado.

Las principales plagas del algod6n (Heliotis zea: gusano del capullo de algoddn o gusano de la
(ruta de tomate; Heliotis virescens: gusano dc los broles de tabaco; Pectinophora gossypiella:
lagarta rosada), son menos sensibles a la toxina de BT que otras plagas. Esto trajo como
consccuencia que s¢ hicicran varios intentos para mejorar los niveles de expresion de la toxina de
BT en cste cultivo. Perlak y col. (1990) introdujeron mutaciones cn ¢l gen de manera de
modificar cl uso de codonces de cste gen bacteriano y hacerlo asf més parccido al uso de codones
en plantas. También introdujeron cambios ¢n regiones con presunto rol regulatorio y en regiones
de mancra tal de climinar cstructuras sccundarias del mRNA.

En la tabla 2 sc listan los trabajos publicados hasta ¢l momento.



Tabla 2:

autores

especice trasnf.

especic controlada

construccion utilizada

Heliotis zea

Vacck 1987 tabaco Manduca sexta PTR2'": gen truncado de subesp.
Berliner 1715.
Heliotis zea
Barton 1987 | tabaco Heliotis virescens P35S: gen truncado* de subesp.
Spodoptera exigua Kurstaki.
Manduca sexta
Fischhoff 1987} tomate Heliotis virescens P35S: gen truncado* de subesp.

Kurstaki.

Dclannay 1989

tomalc a campo

Manduca sexta

Ileliotis zea

Keiferia lycopersicella

MAS: gen truncado* de subesp.

Kurstaki.

Trichoplusia ni

Perlak 1990 algodon Spodoptera exigua P358S: gen truncado* y modidicado*?
Heliotis zea dc subcsp. Kurstaki.
Manduca sexta PTR2'": gen truncado* dc subesp.
Peferoen 1990 | papa Phyhorimaea operculella] Kurstaki.

Wilson 1992

algodon a campo

Pectinophora gossypiella

Bucculatrix thurberiella

Estigmene acrea

P35S: gen truncado* y modificado**

dc subesp. Kurstaki.

Kozicl 1993

mafz. a campo

Ostrinia nubilalis

P358S: gen truncado* y modificado* ¥
de subesp. Kurstaki.

P35S: promotor del transcripto de 358 del virus del mosaico del coliflor.

MAS: promotor de la manopina sintctasa.
PTR2'; promotor dcl gen 2° de TR DNA.

* Incluye la porcién N-terminal t6xica: cntre los an 1y 612, 610 6 645 scgiin cl caso.
** 1.as modificacioncs no alcctaron la secucncia de aa. Incluycron alteraciones cn ¢l uso de codones,
cambios ¢n rcgiones con presunto rol regulatorio y en regiones de mancra tal de climinar estructuras

secundarias det mRNA.
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Ventajas del sistema:

a) Proteccidon en zonas donde cl insecticida no llega como rafces, tubéreulos, hojas poco
accesibles, brotes surgidos luego de la aplicacidn del insccticida.

b) La toxina estd sicmpre presente en ¢l cultivo; el agricultor se independiza de los costos de
fumigacién (que cn casos como el algoddn donde se requicren varios tratamicntos por cosccha
¢stos costos igualan al costo del inscecticida cen sf), y de tener que relevar ¢l campo para
determinar ¢l momento apropiado para fumigar.

Entre las limitaciones del sistcma sc cncuentran:

1) Lograr nivcles de expresion suficientes para matar rdpidamentc a las larvas. La bisqueda y
caracterizacion de nucvos promotores ayudard a superar csle inconvenicntc.

2) Posibilidad de que la seleccion de inscctos resistentes se vea facilitada por una mayor presion
sclectiva que hasta ¢l presente.

3) Restricciones en la liberacion de organismos modificados por ingenierfa genética al ambienle.

En muchos pafses cs lenta y engorrosa. Muchos pafses carccen de Icgislacién.

La scleccion de inscctos resistentes a insccticidas es uno de los mds grandces problemas de la
agricultura. En la actualidad cxisten mds de 500 especics de inscctos resistentes a insccticidas
sintéticos. Durantc mucho tiempo se penso que la posibilidad de que aparczcan inscclos
resistentes a la toxina de BT cra remota. En ese tiempo se crefa que el mecanismo de accién de
la toxina cra més complicado de lo que en realidad es. Hoy se sabe que ¢l modo de accién de BT
provee varios puntos cn los cuales cambios fisiolGgicos o de comportamicnto podrfan dar lugar a
resistencia. Sc han identificado 8 especics que adquiricron resistencia a BT. En Plodia
interpunctella y Plutella xylostella )a resislencia sc debe a cambios cn la afinidad de los sitios de
uni6n de la toxina en el intestino del insecto. En otros casos no se determinaron las causas de la
resistencia pero podrfan deberse a cambios en ¢l pH intestinal o en enzimas que afecten fa
disolucién y activacion del cristal cn fragmentos LOxicos més pequcfios.

Dado cl lento desarrollo de insccticidas sintéticos la administracion cuidadosa de las toxinas de
BT cs muy importantc.

La administracion dc la resistencia s un csfuerzo para prevenir o retrasar la adaptacion de
insectos a insccticidas o a los mecanismos de defensa de las plantas. Puede verse como
adminjstracién dc un recurso genético igual que otros rccursos renovables como el suclo, agua,
mincrales o bosques, salvo que el objeto de la conservacién son los genes o alelos de
susceptibilidad.

El desarrotlo de plantas transgénicas ¢s upa nueva mancra de presentar la toxina a las larvas de
los insectos. Ticne mucho en comdn con el control de pestes a través de métodos de cruzamicn(o

tradicionales para dcsarrollar plantas resistentes. A pesar de que éste es un método aceptado para
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proteger cultivos de insectos, se necesitan desarrollar estralegias adecuadas para conservar y
prolongar los beneficios de tales plantas resistentes.

Las estrategias propucstas ( McGaughey y col. 1992) incluyen:

1) Rotaci6n entre toxinas de BT y otras toxinas, insccticidas o estrategias de control. Este
enfoque apunta a la restauracion de la susceptibilidad cuando la presién de selcecion es
discontfnua; asume que la adquisicién de resistencia conlleva un costo adaptativo y que en
cuanto sc reduzca la presion de scleccion, habrd una reversion hacia susceptibilidad.

2) Uso de mezcla de toxinas. En general la resistencia ¢s méds durable. El uso de mezclas no cs
necesariamente mejor que cl uso secuencial de dos toxinas o la mezcla de individuos que
expresan dos toxinas distintas (una cada uno) o la rotacién entre plantas que expresan distintas
loxinas. La resistencia cruzada entre distintas toxinas de BT podrfa reducir la factibilidad de que
la mezcla de toxinas logre retrasar la aparicion de resistencia a la toxina. Sin cmbargo sc han
detectado varios casos en los que hay heterogencidad en los sitios de union de las distintas
toxinas al intestino de diferentes especics de inscctos. En estos casos, ¢l uso de mezclas de
toxinas, scrfa una herramienta cficiente.

3) Desarrollo y mantenimiento de refugios para ascgurar la supervivencia de los insectos
susceptibles. La mezcla de plantas trasgénicas resistentes con plantas susceptibles ¢s una

alternativa para inscctos poco maviles.
D 4) Insectos minadores.

Las cspecies de polillas que alcctan a la papa pertenceen a la familia Gelechiidae (LepidOptera).
Dc las tres cspecics que s¢ conocen, Phthorimacea operculella (Zeller) cs de distribucion
cosmopolita; Scrobipalpuloides absoluta (Meyrick) csté circunscrita a los pafscs del sur de
América dcl Sur y Scrobipalpopsis solanivora (Povolny) ha sido reportada en Guatemala y
Cosla Rica.

Scrobipalpuloides absoluta (Meyrick) ataca principalmente a tomate (polilla del tomate) y
constituyce uno de los problemas litosanitarios mds scrios de este cultivo en Chile (Ripa 1981
Larrafn y col. 1986) y Argentina. Desde 1981 se detectd también en Brasil (Moracs y col. 1982).
Los adultos colocan los huevos individualmente tanto en el haz. como cn ¢l envés de la hoja, Al
cclosionar, las larvas sc introducen en la hoja claborando galerfas que sc exticnden cn drea y
longitud a medida que cl inscclo se alimenta y crece. IEn un comienzo se nota una pequeia
mancha quc sc alarga conformando a menudo minas del tipo "serpentiforme”. Con ¢l ticmpo
siguen agranddndosc hasta abarcar gran partc del folfolo: sc forman asf minas del tipo "lacunar”.

En los ataques intensos todo ¢l tejido parenquimdtico de la hoja pucde desaparccer, quedando
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s6lo restos de nervadura, de ambas epidermis (superior ¢ inferior) y acumulaciones de
cxcrementos, especialmente en los orificios de entrada y salida de la galerfa (Vargas 1970).

En cnsayos a campo, Ripa (1981) obscrvé que los productos comerciales Biotrol Xk® y Biotrol
plus®, que conticnen esporas de la subespecic Berliner de BT no tuvicron cfecto significativo
sobre larvas dc¢ Scrobipalpuloides absoluta (Meyrick) que infectaron plantas de tomate.
También c¢n cnsayos a campo, Moore (1984) demostrd que la aplicacion de ¢l producto
comercial Dipel®, que conticne csporas de la subespecic Kurstaki 1ID-Dipel de Bacillus
thuringiensis, no presentaba cfectos significativos en cuanto al dafio foliar producido y al
nimcro de larvas de Scrobipalpuloides absoluta (Mceyrick) encontradas cn plantas dc tomatc.

D 5) Objetivo:

El objetivo de csta parte es demostrar que la expresion de la toxina de Bacillus thuringiensis
(BT) es un método efcctivo para controlar la infeccion de papa con larvas de la polilla del
tomate, Scrobipalpuloides absoluta, (Mcyrick), que causa scrias pérdidas ccon6micas cn tomatc.
Dcebido al hébito alimenticio de la larva y al modo de accion de los insccticidas como ¢l Dipel®
basados cn BT, este Lepidéptero minador de hoja, no puede ser controlado por este tipo de

productos muy usados para controlar otros inscctos (especialmente 1.epidépleros).



E) OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA RESISTENTES A 11IERBICIDAS POR
EXPRESION DEL GEN BAR:

E 1) Introduccion:

El uso dc herbicidas para reducir las pérdidas en ¢l rendimicnto de cultivos debido al crecimiento
de malezas, cs una préctica comuin cn la agricultura. Como consccuencia, hay una contfnua
hisqucda de herbicidas nuevos que scan inocuos para los animales, ¢l hombre y ¢l medio
ambicntc.

La dificultad reside en que en general los herbicidas son totales, es decir "no distinguen” entre
malczas y ¢l cultivo descado. La obtencion de plantas transgénicas resistentes a herbicidas, s¢
mostré como una hcerramicnta Gtil ¢n la solucién de este problema.

Hay 3 cstrategias principales para la obtencion de plantas resistentes a herbicidas:

a) Plantas transgénicas quc expresen formas mutadas de la protefna blanco del herbicida, de
mancra quc esta protefna siga acliva para rcalizar su funcién especffica pero sca insensible al
herbicida. De csta mancra sc han obtenido plantas productoras de una forma alterada de la
cnzima acclolactato sintclasa, las que resultaron resistentes a sulfonilurca ¢ imidazolinona
(Chalelf y col. 1985; Shancr y col. 1985). Otro ciemplo del uso de csta estrategia cs la obtencion
dc plantas dc tabaco transgénicas para una forma mutada del gen aro A (que codifica para una
cnzima que intervienc cn la sfntesis de aa arométicos), que mostraron ser tolerantes al herbicida
glifosato (que sc vende comercialmente como Roundup®) (Comai y col. 1985).

b) Plantas transgénicas quc sobreproduzcan la protefna blanco del herbicida. Se ha demostrado
que la sobreproduccion de la enzima codificada por ¢l gen aro A confiere tolerancia al glifosato
a plantas dc petunia (Shah y col. 1986).

¢) Plantas transgénicas quc cxpresen una cnzima capaz de inactivar al herbicida.

Fosfinotricina y Bialaphos son herbicidas totales de gran potencia con perspectivas de ser
ampliamentc utilizados.

La fosfinotricina (PPT) cs un andlogo del dcido L-glutamico y, por lo tanto, es un fucric
inhibidor dc la glutamina sintctasa (GS). Esta enzima jucga un rol central en la asimilacion de
amonip y cn la regulacion del metabolismo del nitrégeno en plantas. Es la dnica cnzima capaz. de
detoxificar el amonio liberado por la reduccién de nitratos, degradacion de aminodcidos, [ijacion
simbidtica de N2 y [otorespiracién. La inhibicion de la GS por la [osfinotricina causa una répida
acumulacién de amonio, lo cual conduce a la muerte cclular. La fosfinotricina cs sintctizada
qufmicamentc y se vende comercialmente como "Basta®”, Hoechst AG., Alemania.
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i1 Bialaphos consiste ¢n PPT unido a dos residuos de 1-alanina. Estos residuos son removidos
por peptidasas enddgenas, liberdndose PPT. Es producido por Streptomyces hygroscopicus por
fermentacion. Se vende comercialmente como "Herbiace®”, Meiji Scika Ltd., Japon.
Normalmente sc aplican entre 2,5 y 7,5 I/ha de estos productos para ¢l control de malezas a
campo (De Block y col. 1987).

Streptomyces hygroscopicus produce varios antibiGticos ademds de Bialaphos. Esta bacteria ha
desarrollado una scric de mecanismos para evitar la toxicidad de sus propios productos. Entre
cllos estd la produccion de fosfinotricina acetil transfcrasa (PAT), enzima que acctila ¢l grupo
amino libre de la fosfinotricina, inactivdndola. X1 gen bar que codifica para csta cnzima lue
clonado por primera vez por Murakami y col. en 1986. Su utilizacién en plantas periencce a la
cstrategia ¢) de las antes mencionadas.

Hasta ¢l momento se han obtenido plantas de tabaco y papa (De Greefl y col. 1989), alfalfa
(D'Halluin y col. 1990) y remolacha (D'Halluin y col. 1992) resistentes a fosfinotricina por
cxpresion del gen bar.

Como ya s¢ menciond, hay una continua hidsqueda de marcadores de scleccidn dtiles en plantas,
Si sc desea introducir més de un gen en una planta, lo mds simple ¢s hacer una retransformaciéon
de una planta ya transformada. Iisto obviamente requicre ¢l uso de dos marcadores de scleccion
independientes. La fosfinotricina acctil transferasa codificada por ¢l gen bar ha sido usada como
marcador de scleccion en protoplastos de papa de los cultivares curopeos Bintje y Désirée (De
Block y col. 1987). Un objctivo adicional de la obtencion de plantas de papa del cultivar
Huinkul-MAG transgénicas para cl gen bar es la cvaluacién de csta enzima como marcadora de

scleecion cn este cultivar de interés.
E 2) Objetivo:

Con ¢l objeto de poner a punto la utilizacién de marcadores de scleccion alternativos a los
aminoglucésidos para la transformacion de cultivares locales de papa y por la importancia per se
de obtener plantas resistentes a herbicidas en un cultivo de caracterfsticas intensivas con
problemas de¢ malczas como c¢s la papa s¢ transformaron plantas con un gen capaz. de conferir

resistengcia al herbicida total fosfinotricina.
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Materiales y Métodos



1) Reactivos:

Salvo indicacion todos los reactivos fucron de Sigma Chemical Co., Aldrich, Fluka o Gibco-
BRL.. Las enzimas de modificacion del DNA, de New England Biolabs, Gibco-BRI1., Promega
Biotech o de LKB-Pharmacia. Las membranas de nitrocelulosa (BA 83) 6 de Nylon (Nytran

00.45), de Schlcicher & Schuell. Los radiois6topos, de New England Nuclear.

2) Genotipos vegetales empleados:

Las plantas d¢ Solanum tuberosum cv. Huinkul-MAG y Spunta [ucron suministradas por ¢l Ing.
Agr. Osvaldo Lucarini in virro y fucron micropropagados como se indica. Huinkul-MAG ¢s un
cultivar desarrollado por lo que fuc después ¢l programa de mejoramicnto del INTA-Balcarce.
Se trata de una papa redondcada que fuc muy cultivada en cl pasado y adn es la scgunda en
importancia cn Argentina. Es apreciada por su mayor calidad respecto al cultivar Spunta. Este
Gltimo es de origen holandés y cs ¢l de mayor importancia en la Argentina. El cultivar Alpha es
¢l de mayor importancia cn México y fuc suministrado por la Dra. Ailecn O'Connor
(CINVESTAV-Irapualo. México).

Las plantas de¢ Nicotiana tabacum transformadas con ¢l vector pMON9749 fucron suministradas
por ¢l Dr. Luis Herrera Estrella (CINVESTAV-Irapuato. México).

Las plantas dc Nicotiana tabacum var. Xanthi fucron suministradas por la Dra. Silvia Cabral,
INGEBI-CONICET.

Los tubérculos de Solanum tuberosum cv. Spunta fucron suministrados por la empresa
Diagnasticos Vegetales, Mar del Plata, y por ¢l Ing. 1. Butzonitch, INTA-Balcarce.

3J) Transformacion de papa:

3. 1) Condiciones de crecimiento de las plantas micropropagadas:

El cultivar Huinkul-MAG dc Solanum tuberosum s¢ micropropag6 en el medio PS (Tendille y
col. 1974) cuya composicion sc detalla cn la tabla 3, suplementado con las vitaminas dc
Murashige-Skoog (MS, Murashige-Skoog 1962). Sc utilizaron tubos de vidrio de 2,5 cm de
didmetro y 15 cm de largo. Se cultivaron en cdmaras de crfa reguladas a 22 "C bajo un
fotoperfodo de 16 hs Tuz (5000 Tux) - 8 hs oscuridad.
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L.os cultivares Alpha y Spunta de Solanum tuberosum se micropropagaron cn ¢l medio MSS
(Murashige-Skoog con sacarosa. ver tabla 3) suplementado con las vitaminas de MS, cn las
mismas condiciones que las plantas del cultivar Huinkul-MAG.

I.a varicdad Xanthi de Nicotiana tabacum se micropropagé cn medio MSS suplementado con las
vitaminas MS, cn Magentas® de Sigma. Las plantas sc cultivaron ¢n un cuarto de cultivo a 25
“C, sometidas a un fotoperfodo de 16 bs luz-8 hs oscuridad.

Las plantas de tabaco transformadas con ¢l vector pMON9749 s¢ micropropagaron cn
Magentas® de Sigma en medio MSS, suplementado con vitaminas MS y cefotaxime SO0 pg/mi,
ampicilina 100 pg/ml y kanamicina 100 pg/ml, bajo las mismas condiciones que ¢l tabaco sin
transformar.

El mapa del vector pPMON9Y749 s¢ mucstra en la siguiente figura.

Figura 4:

1) Promotor del transcripto 35S del virus del mosaico del coliflor (P358). 2) gen nid A (codifica para la [
-glucuronidasa). 3) terminador. 4) zona de homologfa con ct plasmido Ti. §) origen de replicacion de
pBR322. 6) borde derecho. 7) gen que codifica para la espectinomicina / estreptomicina adenosil
transferasa (conficre resisiencia a cspectinomicina y estreptomicina) del transposon ‘Tn7. 8) Promotor
NOS (nopalina sintctasa). 9) gen neo (codifica para la ncomicina fosfotransfcrasa). 10) terminador NOS.,
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COMPUESTO PS (mg/l ) | MSS (mg/l)
*Macroclementos

NH4NO03 536 1650
KNO3 2690 1900
KH2P04 274 170
MgS04. TH20) 419 370
MgS04 (anhidro) no conticne 180,7
CaCl2.21120 no conticne 44()
KCl 350 no conticne
Ca(NO3)2 300 no contiene
COMPUESTOQO PS (mg/l) | MSS (mg/l)
*Microclementos:

H3BO3 6,2 6,2
MnS04. 1120 223 16,9
ZnS(4. TH20 8.6 8,6

Kl 0,83 0,83
Na2Mo04. 2H20 0,25 0,25
CuS04. 51120 0,025 0,025
CoCl2. 6H20 0,025 0,025
*Fe-EDTA:

Na2 EDTA. 2H20 37 37,3
FeS04. 2H20 28 27,8
*Sacarosa 10 g/l 20 g/l
*Agar 6 g/l 6 g/l




La composicion de las vitaminas MS (500 x) cs la siguicnte:

Piridoxina 250 mg/I
Tiamina S0 mg/l
Ac nicotfnico 250 mg/l

3. 2) Transformacion de discos de hojas de papa por Agrobacterium:

El protocolo utilizado ¢s una modificacion del de Rocha - Sosa y col. (1989), segiin sc describe
en del Vas y col. (1992).

Las hojas a transformar s¢ obtuvicron de plantas de 4 semanas de edad. Las plantas deben tener
bucn aspeclo general y hojas verde oscuro totalmente extendidas.

Sc hiricron las hojas haciendo un corte perpendicular al pecfolo con un bisturf afilado. Se
colocaron aproximadamenlte 14 explantos con ¢l envés hacia arriba ¢n una caja de Petri que
conticne 10 ml de medio P Ifquido con sacarosa 2%.

Se inicid ¢l cocultivo, agregando 30 pd de un cultivo de Agrobacterium en fase logarfimica
lardfa. Sc incub6 a 22 °C, a baja intensidad de luz, durante dos dfas.

Se colocaron los explantos, por scparado, en tubos con sales de MS, glucosa 1% cn ¢l caso del
cv. Huinkul-MAG 6 1,6% cn cl caso de los cultivares Alpha o Spunta, dgar 0,6%, cclfotaxime
300 pug/ml, zcatina 2 pg/ml, kanamicina 50 pg/ml, pl1 5,7. Se subcultivaron los explantos ¢n
media [resco cada semana. Al cabo de un mes se redujo la concentracién de cefotaxime a 150
ug/ml.

Las hormonas y los antibidticos sc afiadicron al medio luego de autoclavarlo, La zcatina sc
disolvid en dimetilsull6xido.

Cuando sc diferenciaron brotes de unos 0,5 cm de alto, sc los scparé del explanto inicial con
bistur( y sc los transfirid, individualmente, a tubos con ¢l medio P de micropropagacion (en cl
caso del cv. Huinkul-MAG) o al medio MS de micropropagacion (cn ¢l caso de los cultivares
Alpha 6 Spunta). En todos los casos ¢l medio contuvo 150 pg/ml de cefotaxime para evitar la
proliferacion no descada dc Agrobacterium y 50 pg/ml de kanamicina como medio selectivo

para plantas transformadas.

3.3) Regeneracion de plantas de papa a partir de tubérculo :
Esle protocolo es una adaptacidn del publicado por Hockema y col. en 1989, Se utilizaron mini

tubéreulos libres de virus obtenidos cn invernadero. Sc lavaron exhaustivamente con ccpillo y
delergente. Sc pelaron. Sc trataron con aleohol 70% durante un minuto (csle tratamiento
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favorece la entrada posterior de la lavandina), y luego con hipoclorito de sodio 1,2% y Tween-20
0,1% durante 35 min. Se hicicron 4 lavados de media hora cada uno con un gran volumen de
agua cstéril. Con la ayuda de un sacabocados de 9 mm de didmetro, se retir6 la parte central del
tubéreulo y sc 1a cortd en rodajas de unos 2 mm de espesor. Sc colocaron las rodajas en un
medio que contiene las sales y vitaminas de MS, sacarosa 3%, dgar 5,5 g/l ptl 5,8, suplementado
con dos hormonas, una auxina (4cido indolacético, ATA) y una citoquinina (zcatina). Las
concentraciones con las que se trabajé se detallan en Resultados.

Se trans(iricron los brotes regencrados a un medio de enraizamicnto cuya composicion sc detalla

a continuacion.

Mecdio de cnraizamicnlo:

* Macroclementos del medio de Murashige-Skoog diluidos al medio.

* Vilaminas (mg/l):

Inositol 100
Pantotenato de Ca |
Biotina 0,01
Ac. Nicotfnico 1
Piridoxina 1
Tiamina |
Sacarosa 10 gr/l.
pH 5.8.

3.4) Cepas de Agrobacterium utilizadas :

1) Para la pucsta a punto de la transformacion de uinkul-MAG sc utiliz6 la cepa GV2260)
(Dcblacre y col. 1985) de Agrobacterium tumefaciens que lleva ¢l vector binario pGUS-int
(Vancanneyt y col. 1990) que conticne ¢l gen wid A que codifica para la B-glucuronidasa (GUS)
intcrrumpido por un intr6n introducido artificialmente, bajo ¢l control del pramotor constitutivo
del transcripto de 35S del virus del mosaico del coliflor. Este vector lleva también el gen neo
quc codifica para la ncomicina fosfotransferasa (NPEH) bajo ¢l control del promotor de 1a
nopalina sinlctasa. El plasmido fuc gentilmente cedido por ¢l Dr. L. Willmitzcr, Max Planck

Institug, Berlfn.



2) Para la transformacion de la varicdad mexicana Alpha de Solanum tuberosum, sc utilizé la
ccpa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (pAl.4404) (Hockema y col. 1983) que lleva cl
vector pBT. Se trata de un vector que contiene un fragmento del gen b2 que codifica para ¢l
cxtremo NH2-(crminal de la toxina de la var. Berliner 1715 de Bacillus thuringiensis bajo cl
control del promotor PTR2"y ¢l gen neo (NPT T que confiere resistencia a kanamicina bajo cl
control del promotor PTRI'. En la figura 5 s¢ mucstra un esquema del vector pBT 1L Esle vector
fue gentilmente cedido por el Dr. A. Mentaberry, INGEBI-CONICET.

3) Para la obtencidn de plantas transgénicas para ¢l gen bar sc utilizé la cepa LBA4404
(pAL4404) dc Agrobacterium tumefaciens quc lleva cl pldsmido pGV 1040, cl cual sc mucstra cn
fa figura 6. La cepa (uc gentilmente cedida por el Ing. Agr. Danicl Moriconi, Laboratorio de

Biotecnologfa, Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Cordoba.

4) Para la obtencién de plantas transgénicas para cl gen de cépside de PLRYV, sc utiliz6 la cepa
LBA4404 (pAL 4404) dc Agrobacterium tumefaciens que lieva ¢l ptdsmido pBlcpPLRV cuya

construccion se detalla en Resultados.

En todos los casos las bacterias sc cultivaron a 28 “C con agitacion cn medio YEB + 2 mi/l dc
MgS04 IM + antibidticos adccuados duranic 24 hs.

[La composicion del medio YEB es 1a siguicnte:

S g/l extracto de carne, | g/l extracto de Ievadura, S g/l peplona, S g/l sacarosa.

Los tres primeros componcenltes fucron de 1a marca Difco.

Figura 5:

Hind N1

Mind 11

1) Borde derecho. 2) T-DNA. 3) tecrminador del gen 'T7 de pTiAG. 4) gen b 884 (codifica para cl
fragmento téxico de la eitomotoxina de Bacillus ghuringiensis. S) P'FR2': promaotor de Ia fructopina
sintetasa. 6) PI'RI’: promotor de la manopina sintelasa. 7) gen neo (codifica para Ia ncomicina 53



Figura 6:

1) Borde derecho. 2) T-DNA. 3) terminador del gen 17 de pTiA6. 4) gen bar (que codifica para la
fosfinotricina acctil transferasa 5) I"I'R2": promotor de Ja fructopina sintatasa. 6) PIR1: promotor de Ia
manopina sintctasa. 7) gen neo (codifica para la ncomicina fosfotransferasa). 8) terminador de fa octopina
sintetasa. 9) icrminador de 1a nopalina sintetasa. 10) gen nid A (codifica para la 3-glucuronidasa). 11)
promotor del transcripto de 35 S del CaMV. 12) T-DNA. 13) Bordce izquicrdo. 14) gen que coddifica para
la cspectinomicina/ estreptomicina adenosil iransferasa (conficre resislencia a espectinomicina y
cstreptomicina) del transposén Tn7.

4) Chequeo de las plantas transformadas:

4.1) Medicion de actividad de neomicina fosfotransferasa (NPT II):

Esle protocolo es una adaptacion del publicado por McDonnell y col. (1987).

Sc congelaron 0.5 g de (ejido en nitrGgeno Hquido y se lo pulverizé en mortera. Sc agregaron
150 pl de buffer de extraccion, se transfirié la mezcla a un tubo Eppendor( y se agitG cn un
vorlex durante 45 scg. Sc centrifugé en una microcentrffuga 5 min a 4 "C y sc transfirié cl
sobrenadante a un nucvo tubo Eppendor(. La reaccién comenzé al mezclar igual volumen (15pl)
de este sobrenadante y de la mezcla de reaccion cuya composicion se detalla mds abajo. Se
incubd 30 min a 37 "C y sc scmbraron 30, 15 y 3 pl de Ia mezcla final cn un dispositivo para
"dot blot" en ¢l cual se colocd nitrocelulosa encima de una membrana de fosfoccelulosa para
rctener protefnas fosforiladas por fosforilasas endégenas y permilir asf que la fosfocclulosa de
abajo pucda retener especfficamente Ia ncomicina fosforilada durante los 30 min de reaccion.
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Sc blogued la membrana en una solucion de leche descremada (Molico) 5% (p/v) en bulfer
fosfato 10 mM pH 7,5, durante I h. Se lavé con ¢l mismo buffer (osfato durante 15 mina 65 °C.
Se dejé sccar a temperatura ambicnle y sc expuso a pelfcula autoradiogrifica marca Agla Curix

durante una noche a -70 "C ¢n un cassctle ¢n presencia de pantallas intensificadoras (Kodak).

Buffer de extraccion (stock 2x):

Glicerol 20 %
Tris HC1 0,5 M pH 6,8 125 mM
B-mercaptoctanol 10 %
SDS 0,2 %
Buffer dc reaccién(stock 5x):
Tris-HCI 335 mM
MgCi2 210 mM
NHA4CI 2M

Sc titula a pH 7,1 con Ac Maleico | M.

Mczcla de reaccién:

Bulffer de reaccion 1x 4936 pl
ATP (stock 10 mM) Sul
32p_ATP (10 pCifpl) 1,5 pl
Ncomicina (stock 22 mM) 7ul
NaF (stock 1M) 50 pl

5000 pl

4.2) Peterminacion de la actividad Bglucuronidasa (GUS):

Sobre hoja:
Se fij6 cl wejido con formaldchfdo 0,3 % en manitol 0,3 M, MES 10 mM pH 5,6 durantc 45 min

a lcmperatura ambicnle. Se rcalizaron varios lavados con buffer fosfato 50 mM pH 7. Sc coloc6
la hoja en una dilucidn 1:100 del stock de X-Glu (5 mg X-Glu: ac. 5-Br-4-Cl1-3 indolil 3-D-
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glucun6nico/ 100 pl de dimetilformamida) en buffer fosfato S0 mM. Sc incubd6 duranic una
noche a 37 °C.

Sobre rafz:
Sc colocaron los dpices de las rafces cuidando de no dafiarlos durante la manipulacidn (sc trabajé
hajo lupa) cn la solucion de X-Glu (igual concentracion final que cn ¢l protocolo anterior). Sc

incubd toda la noche a 37 °C.

4.3) Extraccion de DNA:

Estc protocolo sc basa cn cl publicado por Rogers y col. (1985). Sc pulverizd el (cjido en un
mortero, con nitrogeno Ifguido. Se agregd 1 pl de bulfer de extraccién por mg de tejido fresco.
Sc calenté a 65 °C por 3 min. Sc transfiri6 a un tubo y sc afiadié 1 volumen de
cloroformo:alcohol isvamflico 24:1 (v/v). Se mezclé cxhaustivamente. Sc centrifugé a 11.000 xg
por 30 scg y se trans(irid la fasc acuosa a otro tubo. Sc midid ¢l volumen con una pipeta y sc
agregd 1/5 de volumen de CTAB 5% (bromuro de cetiltrimetilamonio), previamente calentado a
65 "C. Sc hizo una scgunda cxtraccion con cloroformo:alcohol isoamflico. Sc transfirié la fasc
acuosa a otro tubo y se precipité con 1 volumen de buffer de precipitacion. Se mezelé
suavementc. Se ceatrifugd a 12.000 rpm por 10 scg para precipitados fibrosos 6 60 scg para
precipitados finos. Se descart6 ¢l sobrenadante y sc resuspendi6 el precipitado en bulfer TE de
alta sal. Sc calent6 a 65 “C para facilitar la rehidratacién. Se precipit ¢l DNA anadicndo dos

volimencs de ctanol.,

Buffer de extraccifn:

CTAB (p/v) 2%
Tris-HCI pH 8 100mM
EDTA pH 8 20mM
NaCl 1,4M

PVP (Polivinilpirrolidona, PM 40.000) 1%

CTAB 5%:

CTAB 5%
NaCl 0,35M



Buffer de precipitacion:

CTAB 1%

Tris-HCEplT 8 S0mM

EDTA pH 8 10mM
TE dc alta sal :

Tris-T11CI pl1 8 10mM

EDTA pH 8 ImM

NaCl IM

4.4) Restriccion de DNA:

Se restringicron 20 pg de DNA con 60 U de Hind HIE en un volumen final de 100 pl durante S hs
a 37 °C. Sc precipit6 cl DNA con acetato de NH4 y ctanol (Maniatis y col. 1989). Sc lavé cl
precipitado con ctanol 70 % y sc resuspendid en 25 pl de TE.

4.5) Sonthern blot:

Se corrié ¢l DNA ¢n un gel de agarosa 0,8% durante aproximadamente 18 h a 20 volts. Una vez
finalizada la corrida, sc dcsnaturalizé ¢l DNA sumergiendo al gel en una solucion de NaOIl 0,2
M - NaCl 1,5 M durante 30 min con agitacion suave. Se ncutralizd ¢l DNA sumergicndo al gel
en una solucién de Tris-HCl 1 M - NaCl | M durante 30 min con agitacion suave. Se transfirié a
una membrana de Nylon (Nytran de Schicicher & Schucll) scgin Maniatis y col. (1989) Sc fijo
mediante 10 min de exposicion a luz. UV (sobre un transiluminador) y 30 min dc horncado a 80
°C cntre dos hojas dc papel Whatman 3MM cn un secador de geles Hoceffer.

4.6) Extraccion de RNA:

Se congelé ¢l tejido con nitrégeno Ifquida y se lo pulverizé en mortero. Sc afladicron 2 mi de
buffer guanidina por gramo de tejido fresco. Se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min en el rotor
SS 34 de Sorvall. Sc transfiri6 ¢l sobrenadante a otro tubo y se le agregd | volumen de fenol/

cloroformo-alcohol isoamflico (25:24:1, viv).



Se centrifugd nucvamente a 10.000 rpm por 45 min a temperatura ambicnte. Sc precipitd cl
RNA quc cst4 ¢n la fasc acuosa con 0,7 vol de ctanol [rfo (-20 °C) y 0,2 vol de 4cido acélico |
M. I DNA y las protefnas residuales quedaron en ¢l sobrenadante. Se dejd 1 ha -70 °C 6 toda
la noche a -20 °C. Sc centrifugd a 10.000 rpm por 10 min. Se lavé cl precipitado dos veces con
acclato dc Na 3 M pH 5,2 a temperatura ambicnte (el RNA de bajo PM y polisacéridos
contaminantes sc¢ disuclven y ¢l RNA intacto permancee cn cl precipitado). Sc lavo cl
precipitado con ctanol 70 % y sc resuspendié ¢l RNA cn agua tridestilada previamente tratada
con dictil pirocarbonato y autoclavada.

Se determind la concentracién de RNA midiendo la absorbancia a 260 nm cn un
espectrofotometro Beckman DU.

La composicién del bulfer guanidina cs la siguiente:

isotiocianato de guanidinio 4M
B-mcrcaptoctano 50 mM
EDTA 20 mM
MES 20mM
pH7

4.7) Northern blot:

Preparacion de un gel de agarosa desnaturalizante para RNA:

Sc fundicron 1,5 gr de agarosa cn 73 ml de agua bidestilada cstéril. Sc dejo enfriar hasta alcanzar
los 60 °C y sc agregaron 10 ml de bulfer MOPS 10x y 16,2 ml de formaldehfdo 37%. Sc agrego

bromuro de ctidio a una concentracion (inal de 0,5 ug/ml,

Preparacién de la muestra de RNA:

Sc resuspendieron 20 pg de RNA en las siguicntes concentraciones finales de: formamida 50%,
formaldchfdo 6%, MOPS [x. Sc calenté a 60 °C durante 5 min inmediatamente antes de

sembrar.

Corrida dcl gel y trans(cerencia:
La corrjda sc cfectud durante aproximadamente 4 hs a 4 V/cm en buffer MOPS 1x. El RNA sc

transfirié a una membrana de Nylon tal como sc describe en Maniatis y col. (1989). Se fij6
mcdianjc 10 min de exposicion a la luz. UV (sobrc un transiluminador) y 30 min dc horncado a
80 °C cntre dos hojas de papcl Whatman 3MM cn un secador de geles Hoeffer.

La composicion del buffer MOPS (10x) cs la siguicnle:

S8



MOPS (4c. 3-(N-morfolin)-propano sull6nico) 0,2 M

Acctato de sodio 0,005 M
Na2-EDTA 0.0l M
pl17

4.8) Amplificacion de una region de la toxina de Bacillus thuringiensis por PCR
para usar como sonda:

La mezcla de reaccion contuvo dNTPs a una concentracion final de 0,2 mM, 10 pg de DNA del
pldsmido pES!1 (Schnepf y col. 1981) lincalizado como templado, 1,5 U de Taq polimerasa 1,
buffer para la Tag polimcerasa (1x final), y una concentracion final de 0,25 M de ¢/u de dos
oligonucledtidos: uno de cllos es complementario a 30 nt del extremo 3' de la regién a
amplilicar:

5' TTGGATCCTTTCTAAATCATATTCTGCCTC 3.

El otro oligonucic6tido cs igual a 30 nt del extremo 5' del fragmento a amplificar:

5' GAGGATCCGTTATGGATAACAATCCGAACA 3.

La rcaccion de amplificacién consistié en una primera ctapa de desnaturalizacion a 93 "C
durante 3 min. A continuacidn sc rcalizaron 40 ciclos consistentes en 3 ctapas c/u:

a) Anillado: 1 mina 50 °C.

b) Extension: 2 mina 72 °C

¢) Desnaturalizacién: 1 mina 93 °C.

Finalmente sc hizo una cxtensién durante 7 min a 72 °C para complctar todas las moléculas que
sc hubicran iniciado.

LLa PCR sc hizo c¢n un termociclador Perkin Elmer.

El pldsmido pES I fuc gentilmente cedido por el Dra. Clara Rubinstcin de INGEBI-CONICET.
Es un derivado del vector pBR322 que contiene ¢l gen de la toxina de Bacillus thuringiensis

suhcspecic kurstaki HD-1-Dipel.
4.9) Sandas utilizadas en Northerns y Southerns:

* Para la pucsta a punto de la deteecion de RNAs mensajeros de genes de copia tinica y niveles
de transcripcion normales, por Northern "blot" sc utilizé como sonda al plasmido pSAC (Shah y
col. 1982 gentilmente cedido por la Dra J. Robb, Universidad de Guelph, Canad4.) lincalizado.
Estc pldsmido cs un derivado de pBR322 quc conticne 1,5 kpb de un clon genémico de la actina

de soja. El gen de actina se expresa constitlutivamenle ¢n plantas.



* Para la deteccion de mensajeros del gen de la ncomicina lfosfotransferasa (nptll) sc utilizo
como sonda un fragmento de 1,25 kpb purificado por clectroclucion a partir del pldsmido
pPMRKET70 (Robaglia y col. 1987; gentilmente cedido por ¢l Dr. C. Robaglia) digerido con Neol.
[iste fragmento conticne gran parte del gen neo.

* Para la deteccitn de RNAs mensajeros de la protefna de cdpside de PLRV se utiliz6 como
sonda cl fragmento de DNA de 786 pb obtenido por PCR tal como se describid.

* Para la deteccion de RNAs del gen de la toxina de Bacillus thuringiensis y del mensajero
correspondicnte en las plantas transgénicas Alfal y Alfa 2, se utiliz6 como sonda un fragmento
dc 1871 pb amplificado por PCR. Su obtencidn se describi6 en la scecién 4.8 de Malceriales y
Mélodos.

4. 10) Hibridacion y lavados de Southerns y Northerns:

En ambos casos sc hicicron prchibridaciones de 3 hs a 65 "C con la siguicnte solucion:
EDTA [ mM
Nal12P04 ptE7,2 0,5M
SDS 7%
Las hibridacioncs sc¢ hicicron durante toda ta noche a 65 “C en la misma solucién. Una vez,
finalizadas, se favaron las membranas dc fa siguicntc mancra:
a) dos lavados dc¢ 20 min ¢/u a 65 "C con:

EDTA I mM
NaHPO4 pl1 7,2 40 mM
SDS S
b) dos lavados de 20 min ¢/u a 65 "C con:
EDTA 1 mM
NaHPO4 pti 7,2 40 mM
SDS 1%

La membrana sc expuso a pelfcula Agla Gevacert, entre 5 y 10 dfas, a -70 "C. Se utilizaron

“"casscltes” autoradiogrificos Kodak con pantallas intensificadoras Crénex.

5) Clonado del gen de la capside del PLRYV:

5.1) Amplificacion y clonado del gen de edpside de PLRV:
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Sc utilizé ¢l sistema ("kit") comercial "cDNA cycle kit for RT-PCR1000" dc InVitroGen y ¢l
"kit" "TACloningTM" también de InVitroGen siguicndo las instrucciones recomendadas por ¢l

fabricantc. Brevemente:
a) Sfntesis dec ¢DNA viral por transcripcion revertida.

Sc purificé RNA total a partir de hojas de Physalis floriana infectadas con PLRV. Las hojas
infcctadas lueron gentilmente cedidas por ¢l Ing. Agr. Luis Conci del Instituto de Fitovirologfa
INTA-C6rdoba.

Sc disolvi6 [ pg de RNA total de planta infectada en un volumen final de 8 pl de agua cstéril. Se
anadicron 2 pl de hidréxido de metil mercurio (MelIgOIT) 100 mM 5 scg después, se agregaron
2,5 pl de B-mercaptoctanol 0,7 My se colocé ¢l tubo en hiclo. Sc agregé 1 ul de una solucién de
hexanucledtidos de sccuencia al azar (concentracion linal de 1M, Pharmacia).

Se calenté a 65 °C durante 2 min y sc dejé ¢l tubo en hiclo. Sc agregaron a continuacion 1 pl de
inhibidor placentario de¢ RNAsas, 4 pl de buffer 5x, Tyl de INTPs 25mM y 0,5 pl ( 0,5 U) dc
transcriptasa reversa. Sc incub6 1 hora a 42 "C. Sc calentd a 95 "C durante 3 min para
desnaturalizar los hfbridos RNA-cDNA, sc aiiadicron 0,5 pl dc transcriptasa reversa y s¢ incub6
a42"C durantc 1 h.

b) Amplificacion del gen de la cdpside viral por PCR.

Al templado de cDNA (primera cadena) que proviene del paso anterior, se Ie agregaron 5 pl de
buffer 10x, 1yl de dNTPs 25 mM, cada uno de los oligonucledtidos iniciadores a una
concentracion final de 1uM y 4 U de la cnzima Taq polimerasa. El volumen final fuc de 50 pl.
Sc cubricron con 100 ul de accite mincral para cvitar 1a cvaporacién durante los ciclos de
amplificacion.

Sc usaron dos oligonucleotidés como iniciadores especificos: uno de cllos cs complementario a
la cadena codificante de 1a zona no codificante del extremo 3'. Abarca desde la posicién 671
hasta la 706 tomando como posicion 1 ¢l comicnzo del gen de cépside (que ticne 627
nucledtidos). Scrd llamado oligo 3'. Su sccuencia cs:

5 TGGGGAGTTGGAGTGGGTGTTGGTTGTGGGCTTGG 3'.

El otro oligonucledtido utilizado ticne 2() nL. y cs igual a la cadena codificante del fragmento
compyendido entre la posicion - 100 y -8() del extremo 5' no codificante de cdpside. En lo
succsjvo scrd Hamado oligo 5'. Su sccuencia cs:

5' GCGGGATTTGCTTTAGGATTCTCAT 3.

Cada ciclo dc amplilicacion constd de 3 etapas:
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* desnaturalizacion: 45 seg a 93 °C.

* anillado: 45 scg a 50 "C.

* extension: 45 sega 72 "C.

Sc realizaron 35 ciclos idénticos en ¢l equipo termociclador de Perkin Elmer (Cetus).

¢) Clonado del producto de amplificacion por PCR c¢n et vector pCRT000):

El clonado sc hizo en ¢l vector pCR1000 cuyo mapa se mucestra en la figura 7. Iiste vector
aprovecha la caracterfstica de la Taq polimerasa 1 de agregar deoxiadenosinas en los extremos 3
de tas moléculas de doble cadena independienicmente del templado. Estas deoxiadenosinas que
protruyen cn los extremos 3' sirven para ligar dircctamente ¢l producto de amplificacion por
PCR al vector pCR 1000 que tiene deoxitimidinas protruyendo en los exiremos.

Sc utitizaron 50 ng dc vector y 12,9 ng de inserto (¢l producto de ta PCR) para una relacidn
molar vector:inserto de 1:1 y 38,8 ng dc inscrlo para una rclacion molar de 1:3.

El ligamicnto sc hizo en un volumen finat de 11 pl, incubando DNA del vector y del inserto con
T4 DNA ligasa a 12 "C durante 14 hs. Sc hizo un control con vector s6lo religado para
cuantificar ¢l "background” debido a bacterias transformadas con vector relilgado consigo
mismo. Sc transforman 50 pl de células INV a F' de Escherichia Coli con 1pl de la mezcla final
de ligamicnto mediante cl protocolo descripto cn Maniatis y col. (1989). Sc transformaron,
ademds, células con 1 ng dc DNA plasmfdico control, para calcular la cficicncia de
transformacion.

Una vez completada la transformacidn y la recuperacion de las células en LB sin antibidtico
(volumen finai: 500 pl) sc plaqucaron 25 y 250 pl ¢n placas de LB dgar con kanamicina (50
pg/ml). Estas placas fucron previamente rastrilladas con una solucién de X-Gal (40 mg/ml) dc
mancra dquc las colonias provenicntes de baclerias recombinantes fucran blancas (porque ¢l gen
dc la B-galactosidasa cst4 interrumpido por ¢l inscrlo) y las colonias provenicntes de bacterias

transformadas con ¢l vector religado, azules.



3-Gal: gen que codifica para la }-Galactosidasa. Kan: gen neo que confiere resistencia a kanamicina.

colEl: origen de replicacion del plasmido Col E1.
Ndtense las deoxitimidinas protruyendo cn los extremos 5', la posicion de dos de los cuatro iniciadores

("reverse primer”: es el llamado "rev" en Resultados y "forward primer”: es ¢l llamado "-40" en
Resultados) usados para la secuenciacion del gen de capside de PLRYV, y los sitios de corte de la enzima

Not I.
5.2) Transferencia de colonias a nitrocelulosa:

Se coloc6 un cfrculo de papel de nitrocelulosa estéril sobre la placa de Petri donde estaban las
colonias a transferir. Se marcé asimétricamente el papel, pinchdndolo con una aguja embebida
en tinta china. Se incubé 1 hora a 37 "C. Se levant6 el papel de nitrocelulosa y se lo embebid,

con las colonias hacia arriba, durante 5 min en c/u de las siguicntes soluciones.

* SDS 10%.
* Solucion de desnaturalizaci6n: 0,5M NaOH; 1,5M NaCl.

* Solucién de neutralizacién: 1,5M NaCl; 0,5M Tris-HCI pH 7,4.
Se dej6 secar a temperatura ambiente y se horne6 durante 2 horas a 80 "C.

5.3) Marcado de DNA e hibridacion

Se marcaron 50 ng de DNA con o 32p.cTp por el método de iniciaci6n al azar, utilizando un kit

comercial de Pharmacia siguiendo las instrpcciones del fabricante. Se separ6 el DNA de los
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nucledtidos no incorporados mediante centrifugacion a través de una columna de Sephadex G50
scguin Maniatis y col. (1989).
La prchibridacion se hizo a 65 "C durante 3 hs en la siguicnte solucion:

SDS 1%
PAES (polianctol sulfonato dc sodio)0,1%
SSPE 2,5x
PPi 0,01%

A continuacion sc agregé la sonda previamente calentada a 95 “C durante 2 min. Se¢ permitié que
ocurra la hibridacién durante toda la noche a 65 °C.

Se hicicron dos lavados de la membrana a 65 °C durante 15 min ¢/u con:

1) 2X SSPE, 0,1% SDS.

2) IX SSPE, 0,1% SDS.

Sc expuso a pelfcula autoradiogréfica Kodak X-Omat cn un “cassctic” con una pantatia

intensificadora.

6) Secuenciacion de DNA de doble cadena:

Sc utilizé cl sistema comercial "Scquenase”. Versidn 2.0 de United States Biochemicals (USA) y
355-ATP. Sc siguid ¢l protocolo recomendado por los fabricantes, basado cn ¢l método de
Sanger (Sanger y col. 1977). Sc utilizan dos iniciadores comerciales: ¢l oligonucle6tido "-40":
5' GTTTTCCCAGTCACGAC 3"y ¢l "rev":

5 CAGGAAACAGCTATGAC 3'. Sc usaron ademds otros dos oligonucledtidos como
iniciadores. Uno de cllos ¢s igual a 20 nt de la zona 5' no codificante de la cdpside viral,
abarcando las posicioncs -27 a -7 con respecto at sitio de iniciacion de la traducci6n. Su
secuencia cs:

STTTCCTCCCACGTGCGATCA 3'. El otro es complementario a 20 nt de la cdpside de PLRV
desde las posiciones 287 a 307. Su sccucncia cs:

5 TTCCATCCTTGAATGCCGGA 3'.

Ambos fucron diseiados con la ayuda del programa "Oligo®. Version 3.3 (Rychlik y col. 1989)
para poder sccucnciar zonas Icjanas a los iniciadores "-40" y "rcv".

Una vez concluidas las rcacciones de secuenciacion, se corricron cn geles de poliacrilamida al
6% con formamida. Los gelcs se fijaron durante media hora en dcido acético 10% - metanol
10%, se sccaron durantc 3 hs sobre papcl Whatman 3MM y se expusicron a pelfcula

autoradiogréfica a temperatura ambicnte dyrantc 24 hs.
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7) Construccion del plasmido pBIcpPLRY y su introduccion en Agrobacterium
tumefaciens:

7.1) Construccion de pBlcpPLRYV:

L.as técnicas cldsicas de DNA recombinante como corte de DNA plasmfdico con enzimas de
restriceion, clectroforesis de DNA cn geles de agarosa, rellenado de extremos 5' protruyentes con
¢l fragmento Kienow de la DNA polimerasa I, electroclucion o purificacion por agarosa de bajo
punto de fusion de fragmentos de DNA, ligacion de DNA y transformacion dc E. coli con DNA
plasmfdico fucron scgin Maniatis y col. (1989).

Para todos los pasos del subclonado sc utiliz6 DNA plasmfdico purificado mediante
cromalograffa de afinidad por ¢l sistcma de columnas dc Qiagen (Diagen GmbH) scgtin las
instruccioncs del fabricante.

En todos los casos en que sc hizo una doble restriccion Hind E-Not 1, se corté primero con Hind
I, sc agregd NaCl 500 mM hasta alcanzar una concentracion de 150 mM final y se hizo la
scgunda restriccion con Not 1. El esquema de clonado y los distintos pasos sc describen en

Resultados.

7.2) Transformacion de Agrobacterium tumefaciens:

Sc utilizé el protocolo descripto por Hifgen y col. (1988). Brevemente:

Se parti6 de 5 ml dc un cultivo Ifquido saturado de la ccpa LBA4404 (pAL.4404) de
Agrobacterium tumefaciens crccidas a 28 "C c¢n medio LB con rifampicina 100 pg/ml,
cstreptomicina 100 pg/ml, con agitacion. Se inocularon 200 ml de LB sin antibi6ticos con 2 mil
de cste cultivo saturado. Sc cultivé con agitacién a 28 "C hasta alcanzar una densidad Gptica a
550 nm dc 0,5. Sc centrifug6 durante S min a 4°C a 6000 rpm ¢n cl rotor SS34 de la centrffuga
Sorvall. Las bacterias sc resuspendicron cn agua cstéril y se volvi6 a centrifugar otros 5 min. Sc
resuspendicron en 1 ml de glicerol 10% y sc guardaron a -80 "C cn alfcuotas de 200 pl .

Para la transformacién, sc pusicron cn un tubo Eppendorf 50 pl de baclerias, S pg de DNA del
pldsmido con cl que sc desca transformar (cn cste caso, pBIcpPLRYV que lleva resislencia a
kanamicina) y 50 pl de LB sin antibidticos, Se congel6 en nitrégeno Ifquido durante 5 min, sc
colocé a temperatura ambicnte durante 25 min. Se repitié 3 veces este procedimicnto. Se agregé
15 ml de LB sin antibiGticos y se¢ permitiq la recuperacién de las bacterias a 2R “C durante toda
la noche sin agitacién. Sc centrifugaron a 6.000 rpm durante S min y se resuspendicron cn 200 pl
dc LB. Sc scmbraron 180 pl en una placa ¢e Petri con LB-rifampicina 100 pg/ml, estreptomicina
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100 pg/ml y kanamicina 100 pg/ml'y 20 pl ¢n otra placa igual. Sc cultivaron a 28 "C durante 3
dfas.

8) Inmunodeteccion de la proteina expresada por las plantas transgénicas para la porcién
toxica de la proteina de Bacillus thuringiensis.

Sc cxtrajo protefnas a partir de plantas micropropagadas dc Alfa 1 y Alfa 2, asf como también

del control correspondicnte, utilizando ¢l buffer de extraccion detallado a continuacion:

SDS 0,1%
B-mcrcaptoctanol S%
Tris-HCI phi 6,8 60mM
glicerol 10%

Por cada 100 mg dc tejido fresco sc utilizaron 200 pl de buffer de extraccion.

El tejido se pulveriz6 dentro de un Eppendorf, con nitrégeno Ifguido. Las mucstras s¢
centrifugaron a méxima velocidad y sc sembraron distintas alfcuotas sobre una membrana de
nitrocclulosa en un dispositivo para "dot blot". Como control positivo se utilizaron protefnas
cxlrafdas a partir de un cultivo cn fasc lag de Bacillus thuringiensis var Kurstakii provisto por ¢l
Dr. Jorge Cozzi, IMYZA, CICA, INTA-Castclar.

L.a membrana sc deja sccar a lemperatura ambicnte y tuego se la incubd durante toda la noche

(con agitacién suave) a temperatura ambicnlc cn la solucién de bloquco:

Tris-HCI pH 8 50mM
NaCl 150mM
Tween 20 0,05%
leche descremada Molico 3%
glicina 2%

Se lav6 con TBST dos vecees durante 5 min y luego sc puso a incubar con I1gG anti-BT (provisto
gencrosamente por ¢l Dr Pedro Oramas, del Centro Internacional de Ingenierfa Genética y
Biotecnologfa de La Habana, Cuba), en una dilucién 1: 1000 ¢n solucién de bloquco, durantc 2
hs a temparatura ambicnte (con agilacién suave).

La membrana sc lavé tres veees con TBST durante 10-15 min y lucgo se puso a incubar con 1gG
aconcjo acomplcjada con Fosfatasa Alcalina, en la dilucién recomendada por ¢l fabricante
(Sigma), durante 60 min a tcmperatura ambicnte.

La deteccion de la reaccion enzimética se realizé usando cl sustrato fluorescente AMPPD
(disodio metoxispiro triciclo decan fenil fosfato; Tropix, n” catdlogo PD250-B). Para cllo, sc
lavé la membrana con buffer sustrato por 10 min, ¢l cual sc reemplazé por buffer sustrato +
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AMPPD (2pl/ml de solucidn) y se puso a incubar (¢n oscuridad) a tcmperatura ambiente durante
20 min.
Composicion del buffer sustrato:

Tris-HCI pl1 9,5 0,0IM
NaCl 0,1M
MgClI2 0,05M

LLa membrana sc expuso toda la noche a temperatura ambicnte con film ultrasensible (Fuiji
Mcdical X-Ray film).

9) Actividad biolégica de las plantas transgénicas para el gen de cipside frente al desafio
con afidos infectados con PLRYV.,

Estc ensayo sc llevd a cabo cn 1a Estacion Experimental Agropecuaria de INTA-Balcarce,
gracias a la colaboracion del Ing. L. Butzonitch y 1a Ing. M. Colavita.

Sc transfiricron pldntulas dc un mes de cdad crecidas in vitro a macetas que contenfan ticrra
desinfectada con bromuro de metilo. En esta ocasion no se les quitd el dgar, pero sc las regd con
agua contcenicndo 2,5 g/l de Rhizolex® para cvitar la proliferacién de Rizoctonia solani. Las
macctas sc colocaron en un invernadcero. A los 9 dfas del transplante a ticrra, sc infecté a cada
planta con 15 ninfas dc Myzus persicae que previamente sc habfan alimentado en plantas de
Solanum tuberossum cv. Ballencra o Datura stramonium con infcccion sccundaria con PLRV.
Lucgo dc 13 dfas, sc trat6 las plantas con Pirimicarb®, un insccticida para climinar los dfidos.
Para cl ELISA sc uliliz6 cl sistema ("kit") de Biorcva, Suiza y se siguicron las rccomendaciones

del fabricante. Se tomaron hojas sanas, complctamente desarrolladas.

10) Ensayo de sensibilidad de larvas de polilla del tomate a la toxina expresada por Alfa 1
y Alfa 2:

Este ensayo sc lievé a cabo en cl Laboratorio de Lucha BiolGgica del Instituto de Microbiologfa
y Zoologfa Agrfcola, CICA, de INTA-Caslclar, gracias a la colaboracién del Dr. E. Bolto y la
Ing. Age. Silvina Ccriani.

Con cl objeto de obtener plantas cn macceta para cl ensayo de actividad biolégica de las plantas
Alfa 1 y Alfa 2, asf como también de dos lestigos ncgativos Huinkul-MAG y Spunta, s¢
micropropagaron dpices de 10 plantas de cada grupo a medio fresco. Al mes, se destaparon los
tubos, pero sc mantuvicron las plantas cn 13 misma cdmara de crfa. Esto cvita un pasaje brusco

entre las condicionces in vitro y las de maccfa. Al cabo de una semana, sc sacaron las plantas dc
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los tubos de micropropagacion con sumo cuidado para no romper las rafces, sc les quit6 cl dgar
hajo un pequciio chorro de agua, y sc las transplantd a ticrra. La climinacidn del dgar cs
importante ya quc éste conticne nutrientes que favorecen la proliferacion de microorganismos
quc podrfan causar la pudricién dc las rafces.

Las plantas sc colocaron cn jaulas de vidrio de 130 x 70 x 80 cm.

Las condicioncs emplcadas cn cl ensayo fucron: temperatura, 25 "C; luz. natural difusa,
suplementada con un equipo de dos tubos fluorescenles de 40W; humedad relativa, 60-80%.

10) Ensayo de resistencia de plantas transgénicas en maceta a fosfinotricina:

Sc transplantaron a maccla plantas crecidas in vitro dc un mes, tal como sc describié en la
scceidn anterior.

A los 10 dfas dcl transplantc a ticrra sc pulverizaron las plantas dispuestas cn un drea de 0,5 m2
con (,5 1 de Basta® disuelto ¢n agua (1 gramo de compucsto activo por litro) con la ayuda de un
pulverizador manual.

El Basta® comercial conticne 20) g de compuesto activo (fosfinotricina) por cada 100 ml.
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A: OBTENCION Y EVALUACION DE PLANTAS DE PAPA TRANSGENICAS:

A 1) Puesta a punto de la transformacion de Solanum tuberosum cv. Huinkul-MAG:

Si bicn se publicaron numcrosos (rahajos de transformacion genética de papa, la mayorfa de
és1os se limita a unos pocos cultivares modelo (i.c. Désirée) o cultivares dec gran importancia
para Estados Unidos o Europa (i.c. Russct Burbank y Bintje) demostrdndose una gran
dependencia del genotipo en la eficiencia de transformacion. Interesaba conocer y poner a punto
la transformaci6n dc cultivares argentinos de uso comercial como Huinkul-MAG.

Para poncr a punto la técnica de transformacién de papa, sc cligio utilizar ¢l gen neo que codifica
para la ncomicina fosfotransfcrasa I1 (NPT H) como marcador de sclcccion. Este marcador, si
bicn cs ¢l mds utilizado en plantas, no es igualmente cfectivo en todas las especics. Incluso, su
cfectividad es variable cn distintos cultivares de una misma especic.

Para determinar la concentracién de kanamicina (Km) a utilizar cn la scleccion de los brotes que
surgen a partir de una célula transformada, sc debe buscar una solucién de compromiso
considecrando:

a) Privilegiar la scleccién usando concentraciones altas de Km.

b) Privilcgiar la obtencién del mayor niimero posible de plantas transgénicas usando bajas
concentraciones dc Km durante la scleccion.

La decisitn a) ticne la ventaja de que sc reduce la aparicion de escapes, es decir plantas no
transgénicas pero que toleran concentraciones bajas de Km. Sin embargo posce dos desventajas:
las células transformadas que cxpresan bajos niveles de ncomicina fosfotransfcrasa no son
capaccs de regencrar en un medio con alta concentracion de Km. Es decir sc "picrden” cn la
etapa de seleccion plantas transgénicas que posiblemente expresen cl gen de interés, aunque
probablemente lo hagan cn bajos niveles. Ademds, como sc dijo cn la Introduccion, ta mucrte de
las células no transformadas dcbe scr Ienta, ya que éstas liberan al medio compuestos toxicos que
inhiben la regeneraciGn de las células transformadas. A altas concentraciones de Km, la muerlc
de las células no transformadas cs répida.

En cuanto a la decision b), tienc la ventaja de que sc recupera una mayor cantidad de
transformantes, punto importante cuando sc tratan de buscar las condicioncs para optimizar la
transformacidn. Sin embargo, aplicar bajas concentraciones de Km durante Ja scleccion, tiene la
desventaja de que aumenta la frecucncia de escapes.

Sc realizaron ensayos preliminares para determinar fa sensibilidad de las hajas del cultivar
Huinkul-MAG a la Km, cn las condiciones a usar durante la regeneracion segiin cl protocolo de

Wenzler de transformacion de hoja (Wenzler y col. 1989). El objetivo de cste ensayo fuc
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confirmar quc las concentraciones de Km propucstas cn la literatura para otros cultivares de papa
producfan necrosis y muerte sobre hojas del cultivar a usar en lo sucesivo. Sc ensayaron 0, 25,
50, 100y 150 mg/I de Km ¢n ¢l medio de cultivo como presién de seleccidn. Se encontré ue las
hojas que cstaban en un medio con Km 50 mg/l mostraban amarillamicnto y nccrosis al cabo de
un mes. Las que estaban en Km 100 6 150 mg/l sobrevivfan cn este medio alrededor de 15 dfas.
Debido a esto dGltimo y a lo que sc considerd anteriormente (mucrte Ienta descable) se decidié
aplicar K a una concentracién de 50 pg/ml en los futuros experimentos de transformacion.

Sin embargo, Ia aplicacion del protocolo de Wenzler no di6 lugar a cliciencias de regeneracion
adccuadas en un medio sin Km.

Se intentd a continuacién poner a punto la regencracion de papa a partir de rodajas de tubéreulo,
usando minitubérculos del cultivar Spunta obtenidos en invernadero.

Para detcrminar las condiciones adecuadas para la regencracion a partir de tubéreulo, se hizo una
simulacion de cocullivo (sin Agrobacterium) al cabo del cual las rodajas de tubérculo sc
colocaron en distintos medios contenicndo concentraciones variables de una auxina y una
citoquinina. En 1989 Hockema y col. rcalizaron una tarca similar para las varicdades curopcas
Bintjc, Désiréc y Escort, en donde encontraron, lucgo de probar distintas hormonas (kinctina, ac.
naftalenacético, ac. indolacético o AlA, ribdsido de zeatina), que las hormonas y concentraciones
adccuadas eran: 10 uM zcatina/ 1uM AIA para Escort y Bintje, y 5 uM zcatina/ 0,3 ptM AIA para
Désiréc.

Luego de una csterilizacion superficial de tubéreulos de Spunta (ver Materiales y Métodos), se
colocaron las distintas rodajas de aproximadamente (0,9 cm de didmetro y 2 mm de espesor cn 7
medios diferentes (15 rodajas cn cada medio) en cuanto a la concentracién de hormonas

utilizadas. Los resultados obtenidos se detallan a continuacién en la tabla 4:

Tabla 4.

FI==
Concentracién de zeatina 0uM SuM 1) uM
Concentracién de AIA
0 puM ninguna ND regeneracion
S uyM ND callo callo
10 uM ninguna callo callo

I.as combinaciones 0 uM zeatina/S pM AIA y SpM zeatina/ 0 M AIA no fucron cnsayadas (ND).

A 14 ¢fas dc iniciado el tratamicnto, se observd la aparicion de callos en las concentraciopes zcatina
10uM/AITA 10uM, zcatina 1OpM/AIA 5uM, zeatina SuM/AIA 10uM, y zcatina SUuM/ATA S5uM. No se
observé aparicién de callos en las conceniraciopes zeatina OnM/AIA OuM, zeatina QUM/ATA T0uM,
zcating 10uM/AIA OuM. A los 35 dfas los callas eran verdes y de un didmetro de entre 1,5 y 2,5 cm. No
se diferenci6 ningin brote a partir dc cstos callas.

A los 35 dfas de iniciado ¢l tratamicnto se obsepvo la aparicion de microcallos en ¢l 100% de las rodajas
de tuhérculos que estaban bajo ¢l tratamicnto de zcatina 10nM/IAA OuM. Una scmana después, surgicron
brotes a partir de todos estos microcallos. Cuando los brotes alcanzaron un tamaiio de unps 10 cm sc Tos
scpard de las rodajas de tubérculo con un bistur( y se los transfirié a medio de enraizamiento. A los 15
dfas, tpdos los brotes enraizaron.
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Como se desprende de la tabla, el tratamiento con zeatina 10 uM como dnica hormona fue, por
lo tanto, el mds adecuado para el cultivar Huinkul-MAG.

En la figura 8 sc muestran varios brotcs desarrollados sobre una rodaja de tubérculo.

Figura 8:

Brote formado por regencracién en medio sclectivo a partir de un microcallo sobre una rodaja de
tubérculo del cultivar Spunta.
Sin embargo, se decidi6 no continuar trabajando con tubérculo debido a que las eficiencias de

regeneracion obtenidas con distintas partidas de tubérculos fueron enormemente variables. Esto
probablemente se haya debido a la heterogeneidad en las condiciones de almacenaije y edad de
los tubérculos.

Finalmente se ensayé una modificacién del protocolo publicado por Rocha Sosa y col. (1989).
Se resolvi6 utilizar el medio P, definido originalmente para espdrrago y utilizado en ¢l INRA-
Versalles , Francia para micropropagacién de papa (Tendille y col. 1974), en el que
observaciones previas (comunicacion personal de la Dra. V. Saladrigas) indicaban que el cultivar
Huinkul-MAG crecfa mejor que en el medio de Murashige-Skoog (MS). Este medio lleva 10%
sacarosa en lugar de 20% sacarosa del medio MS. Se resolvié por lo tanto utilizar 1% glucosa en
el medjo de regeneraciton en lugar de 1,6% glucosa del protocolo original. También, y como
consecuencia de resultados de regeneraciGn a partir de tubéreulo, se resolvié anadir zeatina como
tinica hormona en el medio de regeneracidn, en lugar de la combinacién de zeatina, dcido
naftalepacético y 4cido giberélico que utiljzan Rocha -Sosa y col. (1989).

El protocolo definitivo se detalla en Materjales y Métodos.
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Se hicieron tres tipos de controles:
1) Control de regeneracion: simulacion de cocultivo colocando los explantos en medio liquido,

sin agrobaclerias y plaquedndolos en medio de regeneracién sin presion de seleccion:

A su vez se realizé el cocultivo de discos de hojas con agrobaclerias de la misma cepa a usar en
la transformaci6n pero sin el pldsmido que contiene ¢l T-DNA en medio lfquido y luego plaqueo
en medio de regeneracion:

2) Control del efecto de la cepa sobre la regeneracion: los explantos se plaquean en medio sin
presion de seleccidn.

3) Control de la efectividad del agente sclectivo: para este tipo de control, los explantos sin tratar
con las agrobacterias se plaqucan en medio suplementado con el agente selectivo.

En la figura 9 se muestra un detalle de brotes que surgen en medio selectivo a partir de pequeios

callos que se forman sobre la superficie del corte hecho en la hoja antes de la coinfeccidn.

Figura 9:

Brote formado por regeneracion en medio selectivo a partir de un microcallo sobre una hoja de Huinkul-
MAG. Nétese que el brote surge en la zona de la hoja herida por corte con bisturi,

Los brotes se cortaron con un bisturf y se transfirieron a un medio sin kanamicina para que
crezcan con mayor rapidez. Una vez logrado este objetivo, se pasé un dpice de cada uno de estos
"candidatos" a medio selectivo (con Km 50 pg/ml) y al cabo de 10 dfas se hizo una observacion
comparativa de dos clones de una misma planta creciendo con y sin presion de seleccion. Se
tomd en consideracion el color de las hojas, el tamaio de la planta y, especialmente, si fucron o
no capaces de enraizar en kanamicina. Las plantas que surgieron en medio selectivo pero que
luego de un perfodo sin presion de scleccidn no enraizaron en Km, son los escapes iniciales a la




presion de seleccién. En la figura 10 se muestra uno de estos casos. Como se observa en la

figura, se puede determinar claramente que se trata de un escape.

Figura 10:

El tubo de la derecha contienc medio P con km y cefotaxime y el de la izquierda medio P con cefotaxime

En la tabla § se volcaron datos de dos ensayos independientes de transformacién de hojas de
papa del cultivar Huinkul-MAG con la cepa LB4404 (pAl4404) de Agrobacterium tumefaciens
que lleva el vector GUS-intrén.

En todos los casos se hicieron los 3 controles descriptos (cantidad de explantos por control: entre
10y 15). Los controles 2 y 3 se hicieron con la cepa LB4404 (pAl4404) de Agrobacterium
tumefaciens.

La eficiencia de regeneracion en medio no selectivo fue del 100% para los explantos tratados o
no cop Agrobacterium tumefaciens (controles 2 y 1). El cocultivo con la cepa LB4404
(pAl4404) de Agrobacterium tumefaciens no tuvo por lo tanto efecto sobre |a regeneracion.

En ningin caso se obtuvieron callos verdes ni regeneracién en los explantos correspondientes al
control 3 en medio sclectivo. Las hojas sp tornaron amarillas paulatinamente hasta que muricron.
Para evitar confusiones, a las plantas provenientes de un mismo explanto inicial se les adjudic6
una letra y un nimero que indica el orden con que fue cortada y pasada a un medio fresco. Asf,
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por ciemplo la seric Al, A2, A3 indica que ¢l explanto A dio origen, sucesivamente a 3 brotes 1,

2 y 3 que pucden ser o no de origen clonal (ver més adelante).

Tabla 5:
El E2

n =n" ¢xplantos iniciales cn km 50 43 60

n"_de brotes cn km50 21 29

x=n" explantos que dicron plantas cn km50 4 8

y =n" de plantas oblcnidas cn km50 16 29

y/x 16/4 = 4 29/8 =3,6
cscapes inicialcs a la presion de scleccion (21-16).100/21 = 23,8% 0

Ef A =(y/n). 100 (16/43).100 = 37,2% (29/60).100 = 48,3%
EfE=(x/n). 100 (4/43).100 = 9,3% (8/60).100 = 13,3%
% dc plantas GUS+/y (11/16).100 = 68,8% (13/29).100 = 44,8%
% de plantas NPT I +/y (16/16).100 = 100% NT

I:1 y E2 son dos cnsayos independicntes de transformacion de hojas de papa del cultivar Iluinkul-MAG
con Agrobacterium tumefaciens que lleva el vector GUS-intr6n.

NT = No (estado.

Ef A: eficiencia de transfonmacién cn sentido amplio.

Ef E: eficiencia dc transformacitn en sentido estricto.

Si tomamos cn cuenta la definicién amplja (ver Introduccidn) la eficicncia de transformacién fuc
dcl 37,2% en cl primer cnsayo y dcl 48,3% cn cl scgundo. Sin embargo estos valores son,
probablemente una sobrestimacion ya que alguna/s de las plantas obtenidas de un mismo
cxplanto pueden ser clones entre sf, ¢s decir ser plantas idénticas surgidas a partir de una tnica
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célula transformada. Dado que se fueron cortando los brotes que surgieron a partir de un mismo
explanto a lo largo de 3 semanas, es probable que una misma célula haya dado lugar,

sucesivamenle, a dos 0 més brotes. Es por ello que la definicidon estricta es quizds més cercana a
la realidad. En cse caso la eficiencia de transformacién fue del 9,3% y del 13,3% en los ensayos
1 y 2 respectivamente. Sin embargo estamos frente a una subestimacion ya que en muchos casos

sc tiene la certeza que se trata de regenerantes independientes puesto que surgen a partir de

microcallos completamente separados entre sf.

Se intentaron dos protocolos distintos para el ensayo de GUS (ver Materiales y Métodos). Los

ensayos sobre rafz. demostraron ser més sensibles que sobre hoja (los datos presentados en la

tabla corresponden a ensayos en rafz). Ver figura 11.

Figura 11:

Raices de una planta de Huinkul-MAG sin transformar (arriba) y de una planta de Huinkul-MAG
transgénica para el gen uid A (que codifica para GUS) interrumpido por un intrén (abajo), luego de un

ensayo de deteccién de actividad GUS.

A 2) Puesta a punto de la determinacion de actividad neomicina fosfosfotransferasa:
Hay varios métodos para detectar actividad neomicina fosfotransferasa en plantas transformadas.

Uno de ellos consiste en la separacién elecproforética en un gel de poliacrilamida de esta enzima
del resto de las protefnas de la planta y la posterior incubaci6n con el antibiGtico presente, junto
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cony 32P ATP, cn un gel de agarosa quc sc prepara encima del de poliacrilamida. Luego s¢
transficre la ncomicina fosforilada in situ a un papel de fosfocelulosa y sc autoradiografia. Este
método tiene la desventaja de requerir grandes cantidades de y 32p ATP y de ser poco préctico
para mancjar gran cantidad de muestras.

Sc opt6 por poner a punto un ensayo de medicién de actividad enzimética por "dot blot”. Sc
trabaj6 sobre ¢l protocolo de McDonncll (1987). Bdsicamentc consiste cn la cxtraccion de
protefnas totales, reaccién de NPT H (propiamente dicha) incubando cstas protefnas con
ncomicina y y 32P-ATP y "dot blot” sobre papel de fosfocelulosa que reticne la neomicina
fosforilada por la cnzima NPT H.

El principal problema a resolver fue la gran cantidad de radiactividad no cspecffica que sc pega a
la membrana detcctada cn los ensayos preliminares que impide o gencra dudas en la
identificacién de mucstras positivas.

Las fuentes de ruido de fondo o "background” son dos:

a) Protefnas fosforiladas por quinasas cndégenas.

b) y 32p-ATP quc precipita sobre ¢l papel de fosfocelulosa.

El fondo dcbido a a) es importante porquc puede dar lugar a falsos positivos ya que las quinasas
cnddgenas cstdn tanto cn tejidos de plantas transformadas como no transformadas. Para
climinarlo sc interpuso una membrana de nitrocelulosa que se ubica por sobre ¢l papel de
fosfocclulosa cn el "dot blot”. Las protefnas fosforiladas qucdan retenidas micntras que la
ncomicina fosforilada, mucho més pequeia y sin afinidad por la nitrocclulosa, no queda retenida
cn ésta sino cn la fosfocclulosa que cstd por debajo.

El fondo debido a b) s importante porque cs tan alto que no sc distinguc déndc hubo sicmbra y
dénde no. Para climinarlo se intentaron dos métodos:

1) Bloguco de la membrana con ATP frfo.

2) Bloquco de 1a membrana con una solucién conteniendo leche descremada.

El método 2) fuc satisfactorio.

El protocolo definitivo se detalla cn Materiales y Métodos.

En la figura 12 se ve cl resultado de un ensayo de NPT I hecho con plantas del cultivar
Huinkul-MAG regencradas en medio sclectivo lucgo de una coinfeccion de discos de hojas con
la ccpa de A. rumefaciens quc llcva el plasmido GUS-intr6n. Estos candidatos a ser
transformantcs fucron ncgativos en ¢l cnsayo de GUS. El ensayo de NPT H sc hizo para
detcrminar si se trataba de escapes a la presion de scleccién (y por lo tanto verdaderos GUS
ncgativos) o, por ¢l contrario, cran transfprmanlcs, cn cuyo caso cstarfamos antc un problema cn
cuanto a la sensibilidad del ensayo de GUS (falsos GUS negativos).
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Figura 12:
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Ein todos los casos testados se incluy la siembra de dos cantidades distintas del volumen final de
reaccion: 30 plena) yc)y ISulenb) y d).

En al, a2, a3, a4, ¢4, 5, ¢6 y ¢7 se sembré material proveniente de los distintos individuos a.

a5 es cl control positivo de papa: ¢l ensayo se hizo con material de una planta transformada cn el mismo
ensayo que las plantas testadas en este experimento, que era GUS positiva,

a6 es el control negativo de papa: Huinkul-MAG sin transformar.

a7 es el control negativo de tabaco: Xanthi sin transformar.

a8 es el control positivo de tabaco: Xanthi transformado con el vector pMON9749.

Todas las muestras testadas provenientes de plantas que regeneraron en medio sclectivo

expresaron actividad ncomicina fosfotransferasa 1T micentras que los controles no lo hicieron.

A 3) Puesta a punto de la técnica de Northern blot para detectar RNAs mensajeros:

Para poner a punto la técnica de Northern "blot" sc eligié comenzar por detectar el mRNA de un

gen que se expresa constitutivamente en plantas: el gen de actina.




Se extrajo RNA total de pldntulas de tabaco y papa transgénicas y no transgénicas crecidas in
vitro. Se lo someti6 a una electroforesis en un gel de agarosa desnaturalizante y se lo transfirié a

una membrana de Nylon. En la figura 13 se muestra un foto del gel resultante: las distintas
bandas corresponden a las subunidades pequefia y grande del RNA ribosomal de citoplasma,
cloroplastos y mitocondrias. Como sonda se utilizé el pldsmido pSAC (que contiene ¢l gen de
actina de soja) linealizado y marcado con a32p-dCTP.

La foto de la autoradiograffa correspondiente que se muestra en la figura 14 indica que es
posible detectar RNA mensajeros de abundancia intermedia a alta en las condiciones utilizadas.
A la altura indicada por la flecha se ve una banda del mismo tamafio para papa y tabaco que estd
presente, como era de esperar, tanto en las plantas transgénicas como en las que no lo son.

Dado que se trata de un gen altamente conservado, el hecho de que la sonda fuera de soja no
dificultd la hibridaci6n heteréloga con papa y tabaco.

Figuras 13 y 14:
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Tabaco Xanthj
ku! MAG
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Se corrieron 10 pg de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturalizante de agarosa al 1,5 % .

LLas muestras provinieron de:
A) Nicotiana tabacum cv. Xanthi transformada con el vector pMON9749.

B) Nicotiana tabacum cv. Xanthi.

) Alfa 1 (Solanum tuberosum cv. Alfa transformado con el vector pBT1. Su obtencién y andlisis se
explican més adelante en esta tesis).

D) Alfa 2 (idem anterior).

I}) Solanum tuberosum cv. Huinkul-MAG.

Fl RNA se transfiri6 a un filtro de Nylon por la (écnica de Northern
(que contiene ¢l gen de actina de soja) linealizado y marcado con o
al azar, [a actividad especifica de la sonda fuc de l()x‘(‘.pm/ g DNA

zy se hibridé con el plasmido pSAC
32p_dCTP por Ia técnica de iniciacion
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Pucde observarse que las bandas de la autoradiograffa de 1a figura 14 no son nftidas.Una
dificultad para obtener bandas nftidas cn los Northerns es que parte del mRNA complementario a
la sonda cs arrastrado inespecflicamente o sufre degradacién parcial, dando Tugar a chorrcados.
Ademds hay heterogencidad en el tamaiio de las moléeulas del mRNA debido a diferencias en la
longitud de la cola de poliA del extremo 3' de las distintas moléculas de mRNA, de mancera que
no se suclen obtener bandas tan nftidas como las de un Southern. La purcza de la sonda sucle
scehalarse como otro factor critico que cvita la unién inespecffica de radiactividad.

El siguicnte paso fuc detectar ¢l mRNA correspondiente al gen neo que codifica para la cnzima
ncomicina fosfotransferasa 11 que conficre resistencia a kanamicina. Como controles posilivos sc
usaron los RNAs de Alfa 1, de Alfa 2 y de tabaco transformado con pMON9749, a los que
previamente se les habfa detectado actividad ncomicina fosfotransferasa. Como control negativo
se incluyd RNA de Solanum tuberosum cv Huinkul-MAG y de Nicotiana tabacum cv. Xanthi sin
transformar.

Se hicicron dos primeros intentos usando como sonda al plasmido pMRKE70 completo
lincalizado en un caso y al pldsmido pBI 121 lincalizado en ¢l otro caso. Estos pldsmidos
conticnen dos genes neo cada uno, uno bhajo el control de un promotor para plantas dentro del T-
DNA (marcador de scleccidn en plantas) y otro bajo el control de un promotor de bacterias
ubicado fucra de csta region (marcador de scleccidn en bacterias). En ninguno de los dos casos
sc detectaron bandas cn los controles positivos. Ademds, las autoradiograffas mostraron unién
incspecffica de la sonda a toda la membrana (no sé6lo donde cstd cl mRNA).

Se decidi6 hacer varias modificaciones al protocolo. Por un lado se aument6 la cantidad del
RNA sembrado por calle a 20 pg. Por otro lado, y para cevilar o disminuir la unién inespecffica,
sc¢ cambi6 tanto de téenica de bloguco c hibridacidn como la purceza de la sonda. Los primeros
cnsayos descriptos la prehibridacion y la hibridacion se hicicron con una solucitn cuyo principal
componente de bloguco es un derivado de ta heparina, ¢l polianetol sulfonato de sodio (PAES.
Hopp y col. 1988), técnica que fue recemplazada por la descripta en Malcriales y Métodos de esta
tesis. En cuanto a la sonda, sc resolvid trabajar con un fragmento purificado del pldsmido
pPMRKE70 por digestién con cnzimas de restriccidn scguida de clectroforesis y aislamicnto dcl
fragmento que conticne ¢l gen neo por ¢l método de la agarosa de bajo punto de fusion.

[.a autoradiograffa correspondicntc sc mucstra en la figura 15. La flecha indica la banda
correspondiente al mRNA de Ta ncomicina fosfotransferasa en las plantas transgénicas: Alfa |,
Alfa 2 y tabaco transformado con pMON9749. Esta banda no cstd presente en los controles

negativos (papa y tabaco sin transformar),
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Se corricron 10 pg de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturalizante de agarosa al 1,5 %.

[.as muestras provinicron de:

Solanum tuberosum cv. Huinkul-MAG (Control - papa).

Alfa 2 (Solanum tuberosum cv. Alpha transformado con ¢l vector pBT1. Su oblencién y andlisis s¢
explican més adclantc en csta tesis).

Alfa 1 (Solanum tuberosum cv. Alpha transformado con ¢l vector pBT 1. Su obtencion y andlisis se
explican més adelante en esta tesis).

Nicotiana tabacum cv. Xauthi (control - tabaco).

Nicotiana tabacum cv. Xanthi transformada con ¢l vector pMONY9749 (control + tabaco).

il RNA se transfirié a un filtro de Nylon por la técnica de Northern y se hibrid6 con un fragmento de
DNA que contiene el gen neo marcado con a32p-dCTP por la (écnica de iniciacién al azar. La actividad

especifica de la sonda fue de 10 8 cpm/ pp DNA.
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B: OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSGENICAS EXPRESANDO EL GEN
DE CAPSIDE DE PLRYV:

B 1) Clonado y secuenciacion del gen de capside de PLRV:

B _1.1) Estratcgia general:

El hecho de que el PLRV se encuentra solamente on ¢l floecma y células acompaiiantes, hace que
la purificacidn dc este virus sca diffcil y poco cficiente. Mediante cl protocolo de purificacion de
Takanami y col. (1979), que utitiza un complejo de enzimas pectinolfticas, hemicelulolfticas y
cclulolfticas "Drisclasa” para optimizar la cxtraccidn se obticne un rendimicnto no superior a |
mg virus/kg de hojas d¢ Physalis floridana infectada 6 0,7 mg virus /kg de hojas de Solanum
tuberosum infectadas. En cambio, la cficiencia de recuperacién de virus que replican en cl
mesdfito de la hoja como PVX ¢s de 10 mg/kg de hoja fresca (IHuisman y col. 1988).

Debido a los bajos rendimicntos de purificacién previstos, sc resolvid evilar pasar por una clapa
de purificacion viral, usando la téenica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para lograr
la amplificacion del gen de cdpside viral.

Sc extrajo RNA total de hojas de Physalis floridana infectadas con un aislamiento local de
PLRYV hecho cn el Instituto de Fitovirologla, INTA-Cdrdoba. Sc sintetiz6 1a primer cadena de
¢DNA con RNA total como templado, oligonucledtidos al azar como iniciadores y (ranscriptasa
reversa.

Para la recaccion de PCR sc usd ¢cDNA total como templado, un par de oligonucledtidos
cspecialmente disefados como iniciadores y la enzima Taq polimerasa 1. Uno de los oligos ticne
una sccuencia complementaria a 20 nt de la region 3" NC de la cdpside, y ¢l otro tiene una
sccucncia igual a 20 nt en ¢l extremo 5° NC de la cdpside.

El producto de la amplificacién por PCR sc clon6 en un vector comercial, ¢l pCR 1000, cuyo
mapa sc mostrd cn la figura 7 (ver Materiales y Métodos).

A continuacitn sc sccucncid cl gen de cdpside y sus zonas §' y 3" aledaias, mediante ¢l método
de los dideoxinucledtidos de Sanger. Esto permitié fa comparacion de la secuencia de esie
aislamiento local con otras sccuencias publicadas. correspondicntes a aislamicntos curopcos,
canadicnscs y australianos.

En la figura siguicnle sc csquematiza la estrategia empleada, y a continuacion se describe cada

uno de los pasos por scparado.
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Figura 16:

Hojas de Physalis floridana infectadas con PLRYV
\
1 extraccion de RNA
1
\
RNA total
1
1 sfntesis de cDNA con transcriptasa reversa
y ciniciadores al azar
1
¢DNA total
s
2 amplificacion por PCR utilizando
d iniciadores especificos
\
gen de capsidce de PLRV y zonas §''y 3" aledaias
\
i clonado en pCR IO

3
pCRepPLRV

Fsquema de la estrategia de clonado del gen de capside de PLRV.

B 1. 2) Amplificacion y clonado del gen de cdpside:

Para cl clonado dcl gen de cdpside del PLLRV sc utiliz6 la técnica de PCR.

Sc extrajo RNA total de hojas de Physalis floridana infectadas con PLRV. Sc sintetizé una
primer cadcna de cDNA utilizando como templado | pg de RNA total. Para cllo se utilizaron dos
tipos de iniciadores.

a) Una mezcla de hexanucledtidos de sccuencia al azar, de mancera que la iniciacién fucra
también al azar.

b) Un oligonucledtido de 35 parcs de bases complementario a ta zona 3' NC del gen de cdpside
viral. Una vez obtenida la primera cadena de ¢cDNA, sc incubd a 95 “C durante 3 min para
desnaturalizar y se hizo la rcaccién de PCR. En ambos casos (a y b) s¢ afiadicron dos oligos
cspecfficos de cdpside como iniciadores, los cuatro deoxinucledtidos (ANTPs) y Taq polimerasa
[. Ver Materiales y Mélodos.

Es importantc aclarar que estos oligos fucron disciiados utilizando ¢l programa Oligo, version
3.3, quc considcera tres factores fundamentales: 1a estabilildad det diaplex formado entre ¢l oligo

y cl templado (en este caso cDNA), la especificidad del oligo ¢n su unién al tcmplado y la
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complementaridad de ¢/u de 1os oligos consigo mismo y uno con respecto al otro (Rychlik y col.
1989).

Para la rcaccion de PCR, sc eligicron condiciones relajadas de anillamicnto: 45 scg a 50 "C ya
quce la temperatura de fusion de uno de los oligos era baja, 54,7 "C. La cxtension fue de 45 seg a
72 "C'y a desnaturalizacién de 45 seg a 93 "C. Se hicicron 30 ciclos idénticos y uno mds largo al
final para completar todas las cadenas. Una vez finalizada la reaccion se sembro un décimo del
volumen final cn un gel de agarosa.

En cl caso a) en ¢l que la primer cadena de ¢cDNA fue producida por iniciacion al azar, luego de
l1a PCR se¢ obtuvo una banda dc un tamaiio igual al esperado; es decir que se amplificé un
fragmento del genoma viral de 786 pb comprendido entre la posicién -100 y 686 que incluye ¢l
gen de la cdpside viral completo, 100 pb del extremo 5" NC y 59 pb dcl extremo 3" NC.

En cl caso b) no s¢ obtuvo amplificacion de DNA.

El fragmento amplificado sc clon6 en ¢l vector pCR100 del sistema ("kit") de In Vitro Gen cuyo
mapa sc¢ mostrd cn fa fig 7. La ligacion se hizo tal como sc describe en Materiales y Métodos.
Lucgo de la transformacidn de la cepa DH5a de Escherichia coli con ¢l producto del ligamiento
del vector pCR 000 con el gen de la protefna de la cdpside amplificado por PCR, se presentd cl
siguicnte problema: habfa igual nimero de colonias blancas y azules en la placa de las ¢élulas
transformadas con ¢l DNA recombinante y en la placa de las células transformadas con el vector
rcligado (control sin inserto). Esto probablemente se debid a la pérdida espontdnca de las
deoxitimidinas cn los extremos 3' del vector, y la consccuente interrupcion del marco de lectura
del gen de la B-galactosidasa. Las colonias resultantes de csta pérdida son blancas si bicn no
ticnen inserto.

Debido a este inconveniente (que cstd previsto por los fabricantes del "kit", aunque en menores
proporciones) fuc necesario diferenciar las colonias blancas de bacterias que llevaban un
pldsmido recombinante de las colonias blancas de bacterias que lievaban un vector sin inscrto.
Esto sc hizo por hibridacién de colonias usando, como sonda, el DNA producto de la
amplificacion (es decir el inserto del clonado) marcado con a32P-CTP. La actividad especffica
de la sonda fuc de 1x108 cpm/ug DNA.

El protocolo utilizado sc describe en Malceriales y Métodos.

Como resultado de este experimento, se identificaron 10 clones candidatos a Ilevar un pldsmido
rccombipante. Sc hizo una minipreparacion de pldsmidos de estos 10 clones, se digirié ¢l DNA
plasmfdico con las enzimas de restriccion Eco Ry Hind i1 y se someticron los productos de la
digestion a clectroforesis cn un gel de agarosa al 1%. De esta manera sc identificaron dos cloncs,

cl 1 yel 5 de los que se liber6 un fragmenta de DNA del tamaidio esperado.
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B 1. 3) Sccuenciacién del gen de la cdpside de PLRV:

Se realizé la secuenciacion de DNA de doble cadena de pldsmidos de dos clones (1'y S)
rccombinantes, utilizando ¢l método de terminacion con didcoxinucledtidos de Sanger (ver
Maltcriales y Métodos). Estos dos clones sélo difieren en la zona de unién del inserto al vector
(la orientacién 5'-3" del inserto es la misma). Por comparacién de sccuencias entre sf y con otras
publicadas. no sc encontraron cvidencias de que la rcaccion de PCR haya introducido
mutaciones o artefactos debidos a secuencias modificadas.

Uno de cllos (¢l 1) presenta 2 nucledtidos (AG) cn la zona de uni6n inserto-vector en el extremo
5' que no pertenecen ni al inserto ni al vector. Asimismo, en el extremo 3' de 1a unién inserto
vector bay una T fordnca. El otro clon (el 5) perdid 1a T protruyente del vector en el extremo 5
dc la zona dc uni6n inscrto-vector. En la figura 17 sc muestra una parte de la sccuencia de estos
dos clones que es idéntica salvo por un desfasaje de 3 nucledtidos en el extremo §' (evidenciada
cuando la secuenciacidn s¢ hace con el iniciador "rev”) y el desfasaje de un nucledtido en cl
extremo 3' (evidenciada cuando la secuenciacidn se hace con el iniciador "-40"). Se marca con
una flecha ¢l ATG dc iniciacion de la traduccion.



Figura 17:

cion] cion5 cion 1 cion5

primer -40 Primer rew

Autoradiografia de gel de poliacrilamida al 6% (con formamida) en el que sc corrieron las reacciones de
secuenciacién por el método de Sanger. 1.os "primers” "-40" y "rev” fueron los iniciadores usados para
sccuenciar ambas cadenas. Los clones 1y S conticnen ¢l gen de cipside de PLRV y G; T; A; Cindican
las reacciones de terminacion con: ddCTP; JATTP; ddTTP y ddGTP respectivamente.

Los oligonucledtidos comerciales "rev" y "-40" utilizados en esa ctapa no permiticron secuenciar
el DNA comprendido entre las posiciones 133 y 315 del gen de cépside, por hallarse esta regién
muy alejada de dichos iniciadores. Se sintetizaron entonces, dos nuevos oligonucledtidos de 20

bases c/u para usar como iniciadores (ver Materiales y Métodos).
La secuencia resultante se muestra en la figura 18. Sc subraya cl coddn de iniciacion, el codén de

terminacién y los dos oligonucledtidos usados para secuenciar.

85




1 GCGGGATTTG CTITAGGATT CTCATCCGCA ATCOCATITT CAGTAGCCGG

2
3
4
S
6
7

T C ccC
T C ccC
T C CC
(& TC
T cCT

C A
« A
T A
C
C

SI TITATATITA GTTTACCTAA AGATITCCTC CCACGTGCGA TCAATTGTTA

2
3
4
5
6
7

A
T
T

e G AT
TCC G AT
Teco G AT

101 ATGAGTIACGG TCGTGGTTAA AGGAAATGIC AATGGTGGTG TACAACAACC

2

oA W

151 AAGAAGGCG

C
"
T

THCAAT CCCTICGOAG GCGOGCTAAC AGAGTTCAGKE

2 A G
3 AT
4 G G
S G G
6 A G
7 A G
201 CAGTGGTTAT GGTCACGGCC CCTGGGCAAC CCAGGCGCCG AAGACGCAG
2 C C
3 (& C
4 T T
S T T
6 C C
7 C T

251 AGAGGAGGCA ATCGCCGOTC AAGAAGAACT GGAGTTCCCC G

2
k]
4
S
6
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01 CTCAAGCGAG ACATICGTGT TTACAAAGGA CAACCTCATG GGCAACTCCC

2 G A T
3 G G A
4 ¢ T
S ¢ T
6 G G T
7 G G T

151 AAGGAAGTTT CACCTTCGGG CCGAGTCTAT CAGACTGICC GGCATICAAG

2 A
3 A
4 A
S T
6
7

401 GATGG
2
1
4
S
6
7

A4S TCAGTTCGTC AGCGAGGCCT CTTCCACCTC CTCCGGITCC ATCGCTTATG
2 ¢ T
3 T ]
4 1 C
s T «
6 1 T
7 G «

S01 AGTTGGACCC CCATTGCAAA GTATCATCCC TCCAGTCCTA CGTCAACAAG
2 C
k}
4
S
6
7

> > > > >

SSITICCAAATTA CGAAGGGOGG CGCCAAAACT TATCAAGCGC GGATG
2 ¢ c ¢ T
A GA C T
A GA C 1
S A GA ¢ T
A GA ¢ T
A GA T ¢



601 CGGGOGTAGAA TGGOACGATT CETCTGAGGA TCAGTGOCGG ATACTGTGOA

2 oy
3 T 1
4 [
S T
6 (|
7 GA

G651 AAGG

7 A
TG
4 G
S G
6 G
7 A

701 AGGGTGGOTT TGCAAAACCC CAAATAGGTA GACTCCGGAC CAGAGCCTGG

2 GGG . G
31 AG A T A
4 GGG I G
S OGG G
6 GG G
7 GA G
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col. Cepa también llamada PLRV-C (Canad).

7) Aislamicnto B40 hecho por Thomas en Apstratia en 1984. Publicado por Keese y col. en 1990. Cepa también
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de a cépside.



Fue posible, por lo tanto, analizar el grado de homologia de:

a) el fragmento en estudio (gen de capside y 100 bases de la zona 5' NC y 59 bases de la
zona 3' NC) 6

b) el gen de capside solamente,

con las otras secuencias publicadas. Los resultados se describen en la tabla 5. La
homologia mas grande en la secuencia del gen de capside fue con el aislamiento
canadiense (89,3%) y la menor fue con el australiano (53,6%). Como puede concluirse,
el aislamiento argentino es distinto a cualquiera de los aislamientos secuenciados. Las
diferencias se concentran en los nucle6tidos polimorficos mientras que las secuencias
conservadas se mantienen iguales a los otros aislamientos publicados.

Tabla 6:

distintos
aislamientos a b
2) PLRV -
N 83,7% 75%
3) PLRV -
S 74,4 % 71,4%
4) PLRV-
Gl 81,4% 82,1%
5) PLRV- *
G2 75%
6) PLRV -
C 81,4% 89,3%
7) PLRV -
A 48 8% 53,6%

Porcentaje de homologia a nivel de nucledlidos de a) la region sccuenciada (gen de capside y zonas 5' y
3'NC) o b) cl gen de capside del aislamicnto viral hecho en el Instituto de Fitovirologia, INTA-Caordoba
con respecto a la secuencia de los distintos asilamicntos publicados.

Los niimeros y abreviaturas dc los aislamicntos de PLRV sc corresponden con los descriptos cn la figura
antcrior.

* En S) sc reportd la sccucncia de cipsidc solamente.

B 2) Construccion de un vector adecuado para la expresion del gen de capside de
PLRY en plantas transgénicas.

B 2. 1) Estrategia general:

R9



El paso siguiente fue construir un vector binario recombinante que tuviera el gen de la
proteina de capside viral bajo el control de un promotor y un terminador adecuados para
su expresion cn plantas. Para cllo sc reemplazo en gen wid A (que codifica para la [3
glucuronidasa) del vector pBI121 (Jefferson y col. 1987b) por el gen de capside de
PLRYV dando lugar al plasmido pBIcpPLRV. Asi, el gen de capside viral quedo bajo el
control de un promotor fuerte en plantas (el 35S del CaMV) y de un terminador
adecuado. Este paso demand6 dos subclonados sucesivos.

Se transformaron células de la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens con el
plasmido pBIcpPRLV. Se utilizo un clon resultante de esta transformacion para el
cocultivo con hojas de Huinkul-MAG heridas, segiin el protocolo descripto en la seccion
anterior.

Se obtuvieron asi plantas transgénicas capaces de expresar el gen de capside de PLRV.

B 2. 2) Construccidn del plasmido pBIcpPLRV:

Fue necesario subclonar el gen de capside viral en el vector pBs KS(+) de manera de
flanquear el inserto con los sitios de restriccion adecuados para, en un siguiente paso,
reemplazar el gen wid A de pBI121 por el gen de capside de PLRV.

El plasmido pCRcpPLRY tiene 3 sitios de restriccion para Not 1. Al cortar este plasmido
con Not I y Hind III se producen 4 fragmentos de 2400, 786, 350 y 150 pares de bases.
El fragmento de 786 corresponde al inserto de PLRV. Para clonar este inserto en ¢l
plasmido pBS KS(+), fue necesario, por lo tanto, purificar el fragmento de 786 pb
utilizando electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion. Por el mismo método
se purifico plasmido pBS KS(+) cortado con las mismas dos enzimas. Se ligaron 200 ng
de vector linealizado con 300 ng de inserto y con 1 pul de 1a mezcla de ligacion se
transformaron 50 pl de células compctentes de la cepa DH5a de Escherichia coli. Se
plaquearon las células en LB ampicilina 100 pg/ml. Se extrajeron plasmidos de 15 clones
resultantes y se liberd el inserto con Hind I11-Not 1, confirmando que se trata de
verdaderas colonias recombinantes. A uno de estos plasmidos se le hizo un chequeo
adicional que consistio en comprobar que se linealizaba al restringir con la enzima BamH
I que corta dentro del inserto de PLRV y no en el vector.

Se abri6 el plasmido pBScpPLRYV con Hind IH y se rellenaron los extremos 5'
protruyentes utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I y dNTPs. Se
precipitd el DNA con NHjAc y etanol, se resuspendio en agua y se digirio con Sac I. De
esta manera se liber$ un inserto de aproximadamente 790 pb que fue posteriormente
purificado por agarosa de bajo punto de fusion.

Paralelamente, se elimino el gen wid A de pBI121 mediante un corte con Xba I, llenado
de los extremos 5' protruyentes de la misma manera que antes, y posterior digestion con
Sac 1. Se purifico el vector abierto resultante por electroforesis en un gel de agarosa de
bajo punto de fusion.

Se ligo el inserto de 790 pb de pBScpPLRYV con el vector pBI121 abierto reemplazando
al gen wid A por el gen de capside dc PLRV y parte de sus zonas 5'y 3' NC. Se
transformaron células DH5a competentes y se plaquearon en LB con 100 pg/ml de
kanamicina. Se extrajeron plasmidos de 10 de las colonias resultantes y se cortaron con
Eco RI-Hind III. De esta mancra se liberé un fragmento de 1846 pb conteniendo el
promotor del transcripto de 35 S del virus del mosaico del coliflor (800 pb), el gen de
capside de PLLRV y el terminador de la nopalina sintctasa (260 pb). A uno de estos
plasmidos recombinantes se lo llam6 pBlcpPLRV. 90



Figura 19:
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I'squema de las distintas etapas de subclonado que dan lugar al vector pBIepPILRV a partir del vector
pCRepPLRV. Los sitios de restriccion reconstituidos se seiialan con *.

& : promotor del transcripto de 35S del CaMV.

M : promotor del gen de la nopalina sintetasa.

. terminador de la nopalina sintctasa.
Iin los casos de pBI121 y pBIcpPLRYV se muestra solamente la zona que se transfiere (acotada entre los

bordes derccho ¢ izquierdo del plasmido Ti, que se simbolizan con tridngulos).
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Sc transformaron células de la cepa 1.B4404 (pALA104) de A. rumefaciens con el pldsmido
pBIcpPLRV mediante ¢l método de congelado-descongelado descripto en Materiales y Mdétodos.
Lucgo de la transformacién se plaquearon las células en medio YEB + 100 pg/mt rifampicina +
100 pg/ml estreptomicina + 100 pg/mi kanamicina. La resistencia a rifampicina cstd dada por un
gen en el DNA cromosémico de a cepa 1.B4404, la resistencia a estreptomicina esté en el
pladsmido que aporta las funciones vir (pAL4404) y la resistencia a kanamicina es aportada por ¢l
pldsmido pBlcpPlLRV.

Para confirmar que ¢l pldsmido pBIcpPLRYV cstaba dentro de las agrobacterias que dicron origen
a colonias cn medio sclectivo, se extrajeron plasmidos de 10 de estas colonias y de una colonia
dc 1.B4404 sin transformar. Sc digiricron estos pldsmidos con Hind 11 y Eco R1, sc corricron en
un gel de agarosa junto con pldsmido pBIcpPLRYV cextrafdo a partir de E. coli. y cortado con las
mismas dos cnzimas. Sc¢ confirmdé que a partir de todos los clones se liberaba la banda de 1846
pb esperada ("cassette” formado por el promotor de 35S, la cdpside de PLLRV y ¢l terminador de
la nopalina sintctasa). Esta banda no estaba presente en la calle correspondicente a la colonia de

A. tumefaciens 1.B4404 sin transformar.

B 2. 4) Chequco de pBlcpPLRYV por restriccion ¢ hibridacion:

Se chequed al pldsmido pBIcpPLRYV, asf como también (odas las construcciones previas que le
dicron origen, por restriccion, Southern y posterior hibridacién con el fragmento de 786 pb de la
cépside de PLRYV (asf como también a zonas §' y 3' NC) obtenido por PCR que esté contenido ¢n
todos cstos plasmidos.

Para cllo sc liber6 cl inserto de cdpside de PLRV del pldsmido pCR¢pPLRV mediante una
digestion doble con Not 1 'y Ilind 11l y de pBScpPLRYV con Sac I - Hind 111. Si las construcciones
cstaban correctamente hechas, sc esperaba que lucgo de un corte con las dos enzimas
correspondicntes se libere un fragmento de aproximadamente 786 pb en los dos casos.

Dec pBIcpPLRYV (en E. coli y en A. tumefaciens) sc liberd un “cassetic” formado por ¢l promotor
de 35S (aprox. 800 pb), la cdpside dec PLLRV (786 pb) y cl terminador de fa nopalina sintetasa
(aprox. 200 pb). Esto se¢ hizo digiricndo con Eco Rl y Hind 1. El fragmento liberado deberfa ser
por lo tanto de aproximadamente 1846 pb (800 + 786 + 200).

Lucgo de correr los plasmidos asf digeridos en un gel de agarosa, se los transfiri6 a una
membrana de Nylon y se los hibridé con la sonda de cépside de PLLRV obtenida por PCR. Coma
sc ve en la figura 20 cn todos los casos sc obtuvicron las bandas csperadas. Abajo a la izquicrda

s¢ marca la posicion del fragmento de 786 pb y al centro a la derecha Ja posicion del fragmento
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de 1846 pb. Las bandas de tamaios mayores en los dos primeros casos (PCRcpPLRV y
pBScpPLRV) son debidas a digestiones parciales.

Figura 20:
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pBIcpPLRV
" pGEMcpPLRYV
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Restriccidn segin se indica, corrida clectroforética, Southern, posterior hibridacion (y autoradiografia) de
DNA correspondiente a las distintas construcciones, con una sonda que contiene el gen de la cépside de
PLRV marcada con 32P-dC'TP por la técnica de iniciacién al azar.

pCRcpPLRV: fue digerido con Not Iy Hind IIL

pBScpPLRYV: fue digerido con Sac I'y Iind III.

pBIcpPLRYV: fue digerido con Eco RI'y IHind 111

Se analiz6 pBIcpPLRV extraido de Escherichia coli'y de Agrobacterium tumefaciens por separado (calle
de la izquierda y la derecha respectivamente).

pGEMcpPLRYV es un derivado de pBIcpPLLRV que no se discutird.
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B 3) Obtencion de plantas de papa transgénicas para el gen de capside de PLRYV.

B 3. 1) Transformaciéon de hojas de Huinkul-MAG con pBIcpPLRV:

Sc usé la cepa 1.B4404 (pAl4404 pBIcpPLRV) dc Agrobacterium tumefaciens obtenida 'y
chequeada como se detalla més adelante, para transformar discos de hoja de papa, del cultivar
Huinkul-MAG, utilizando ¢l protocolo descripto cn fa scccién anterior.

Se hicicron 3 cnsayos de transformacion independicntes llamados E3, E4, y ES.

En todos los casos sc hicicron los 3 controles descriptos en la Introduccitn (cantidad dc
cxplantos por control: entre 10 y 15). Los controles 2 y 3 sc hicicron con la cepa 1.B4404
(pA14404) de Agrobacterium tumefaciens.

La cficiencia de regeneracion en medio no selectivo fue del 100% para los explantos tratados o
no con Agrobacterium (controles 2 y 1, ver Introduccién).

En ningin caso sc obtuvicron callos verdes ni regeneracion cn los explantos correspondicntes al
control 3 en medio sclectivo. Las hojas se tornaron amarillas paulatinamentc hasta que muricron.
El ensayo E3 sufri6 graves problemas de conlaminacion, por fo que no se incorporard cn ¢l
cuadro que sigue. De todos modos, en este ensayo sc obtuvicron 8 plantas capaces de c¢nraizar en
mcdio sclectivo. Dos de cllas son E3A3 y E3AS que sc analizardn més adclante. En cste cnsayo
s¢ incluycron hojas dcl cultivar Spunta, ademds de Huinkul-MAG, las que fucron cocultivadas
por scparado. A parlir de clllas sc obtuvicron 3 plantas llamadas SpuA, SpuB y SpuC capaces de
cnraizar en medio selectivo.

El ensayo E4 tuvo un n inicial de 112 quc disminuyé a 81 por contaminacién cn algunas dc las
placas de Petri donde sc hizo cl cocultivo.

El ensayo ES tuvo un n inicial de 159 que disminuyé a 82 por contaminacion.

En la tabla 7 sc muestran los resultados obtenidos:



Tabla 7:

F4 ES

n= n"cxplantos inicialcs
cn km 50 81 82

x= n"de cxplantos que

dicron plantas cn km 50 27 10
y= n"dc plantas obtcnidas

cn km50 46 28
y/x 46/27 =17 28/10 =28
(y/n) . 100 El. A (46/81) .100=56,8% | (28/82) .100=43 1%
(x/n) . 100 Ef. E _1(27/81) .100=33,3% | (10/82) .100=12,2%

Distintos pardmetros de dos cnsayos (1:4 y 1:5) de transformacion de Solanum tuberasum cv. Huinkul-
MAG mediante la técnica de transformacion dc discos de hoja con la cepa T BA4404 (pAl 4404) de
Agrobacterium tumefaciens quc lleva ¢l vector pBlcpPLLRV.

I:f A: eficiencia de transformacion en sentido amplio.

Iif Ii: eficiencia de transformacion cn sentido estricto.

Sc obtuvo entonces un total de 82 plantas del cultivar Huinkul-MAG (8 de E3, 46 dc E4 y 28 de
ES) y 3 plantas dcl cultivar Spunta capaces dc enraizar en medio selectivo.

En el experimento 4 (E4) sc obtuvo una cficiencia de transformacion incluso supcerior a la
obtenida cn los ensayos de pucsta a punto del sistema con cl pldsmido que lleva GUS-intrén y la

misma cepa dc Agrobacterium tumefaciens.

B 3. 2) Chequco de las plantas dc papa transgénicas para cl gen de cépside de PLRV:

La evaluaci6n dc las plantas obtenidas en los distintos ensayos de transformaci6n con la cepa
1.B4404 (pAl4404 pBIcpPLRV) sc hizo por Northern.

Sc cxtrajo RNA de 6 plantas: E3A3, E3AS, E4A3, E4EL, E4GI y E4I11, ademds dc RNA de
Huinkul-MAG (control ncgativo). Como sonda sc utilizd ¢l fragmento de 786 pb que contliene cl
gen de cépside de PLRV obtenido por PCR. La autoradiograffa correspondicnte sc muestra cn la

figura 21.



Figura 21:
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Se corrieron 20 pg de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturalizante de agarosa al 1,5
%. Las muestras provinicron de: E3A3, E3AS, E4A3, E4El, E4GI1 y E4H1, es decir distintas plantas
que resultaron de la transformacion de Huinkul-MAG con la cepa LB4404 (pAl4404 pBIcpPLRV) de

Agrobacterium tumefaciens.

Huinkul-MAG es el control negativo.
El RNA se transfirié a un filtro de Nylon por la técnica de Northern y se hibridé con un fragmento

obtenido por PCR que contiene el gen de cipside de PLRV marcado con o 32p.cTP por la técnica de
iniciacion al azar. La figura corresponde a la autoradografia resultante.

La flecha marca la posicion de una banda de bajo peso molecular presente en todas las
plantas analizadas con excepcion del control negativo. Esta banda probablemente
corresponda al mRNA de la capside de PLRV que se esta expresando en la planta

transgénica correspondiente.
La deteccion del RNA del transgén por Northern blot llevo a analizar la presencia de
proteina de capside. Como se menciong mas adelante, en los ensayos biologicos se
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realizaron ELISAs de 20 genotipos transgénicos no pudicndo detectarse capside viral,
lo cual indica que de sintetizarse, el nivel debe ser inferior a los 5 ng/g de hoja, que es

el nivel de sensibilidad de este método.

B 4) Actividad bioldgica de las plantas transgénicas para el gen de capside frente
al desafio con afidos infectados con PLRYV:

Con el objetivo de hacer una preseleccion de los distintos candidatos a ser utilizados en
ensayos posteriores, se realizo un ensayo de infeccion de distintos individuos que
expresan el gen de capside de PLRYV, posterior cuantificacion de la multiplicacion viral
por ELISA y observacion cualitativa de los sintomas producidos por la infeccion por
PLRV.

Se pasaron a maceta seis plantas (clones entre si) de cada uno de 20 genotipos
transgénicos obtenidos en la transformacion del cultivar Huinkul-MAG con la cepa
LBA4404 (pAl.4404) que lleva el vector pBIcpPILRV y seis plantas de Huinkul-MAG
sin transformar (como control negativo). En todos los casos se utilizaron plantas
crecidas in vifro de un mes de edad que fueron transferidas a maceta.

Previo al ensayo se confirmo la ausencia de PLRV, PVX y PVY por ELISA. Cabe
aclarar que en al caso de las plantas transgénicas se mide acumulacion de virus
solamente, ya que la proteina de capside que estas plantas expresan constitutivamente
esta por debajo del limite de deteccion del ELISA.

Luego de 9 dias del transplante a tierra cada planta se infectd con 15 ninfas de Myzus
persicae que previamente se habian alimentado sobre Solanum tuberosum cv. Ballenera
o Datura stramonium con infeccion secundaria con PLRV. A los 13 dias se eliminaron
los afidos tratando las plantas con el insecticida Pirimicarb®.

Al mes de comenzada la infeccion, se hizo una observacion de los sintomas debidos a
PLRV vy a los 38 dias del comienzo de la infeccion se hizo un ensayo de ELISA a cada
una de las plantas infectadas por separado.

Los sintomas caracteristicos de la infeccion por PLRV son:

a) enrrollado de hoja. Puede observarse a simple vista o, en los casos en donde cs leve,
apretando suavemente la hoja desde los bordes laterales: la hoja se pliega sobre el eje
de la nervadura central.

b) necrosis de la hoja, especialmente en los bordes.

c) disminucion en la velocidad de crecimiento.

A las plantas que presentaron alguno de estos sintomas se las clasifico como "con
sintomas" independientemente de la scveridad de los mismos.

Los resultados de este ensayo se volcaron en la tabla 8.



Tabla 8:

individuos

n de
cloncs

Proporcion
de plantas
con
sintomas

LXLISA

X

dc c/u de | ELISA

los
cloncs

mcnor

proporcidn de

plantas con
sintomas
que uinkul

menor lectura
cn ELLISA
que Tluinkul

[i4Al

0.83

0,02
0
0
0.09
0
0

0,018

14A2

0.83

0.02
0

0,05
0,14
0,07
0,24

0.087

F4A3

6

1,00

0.05
0

0

0

0
0,1

0,025

114A4

1,00

0
0.36
0
0,05
0

0.082

F4CI

0.20

0,62
0,72
0,55
0,65
0,75

0,658

E4DI

0,33

0.29
0.82
0,37

0,493

1AL

1,00

0

0,01
0,03
0,16

0,05

1:4¥1

0,20

0,49
0.80
0,17
0,70
0,84

0,60

2]



1412

1,00

0.89
0.8S
0.88
0,74
0,34
0,95

0,775

1413

6

0,50

0,81
0,72
0,63
0,17
0.70
0,80

0,638

F4GI

6

0,83

0,01
0
0
0
0
0

0,002

FAG3

1,00

0,01
0,02
0

0
0

0,005

FAH

0,83

0,85
0.43
0,98
0,91
0,89
0.93

0,832

E3Al

0,67

0,87
0.83
0,90
0,91
0,31
0,85

0,778

[:3A3

1,00

0,66
0.83
0,83
0,12
0,25
0,67

0,56

11374

0.40

0,35
0,06
0,01
0

0,04

0,092

E3AS

0,5

0.03
0.57
0.24
0.63
0

0,12

0,265
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()
0
0.36
1:33A6 6 0 0.01 0,178
0
0,70
)
0
0
IE3A7 §) 0 0 0,140
0
0,84
0,11
0
0
IE3A8 6 0,33 0,06 0,308
0,94
0,74
0,06
0,13
0,76
Fuinkul- 6 0,67 0,00 0,183
MAG 0,06
0

Sc infectaron varios clones de distintos genotipos transgénicoss resultantes de la transformacion de
Huinkul-MAG con la ccpa 1.84404 (pAl4404 pBIcpPlL.RV) de Agrobacterivm tumefaciens y plantas de
Huinkul-MAG sin transformar con 15 adultos de Myzus persicae que previamente sc habian alimentado
en plantas con infeccion sccundaria de PLRV. Se muestran los resultados de 1a observacion de los
sfntomas debidos a PLRV, as Iecturas de I:LISA hechas sobre ¢/u de distintos clones de un mismo
individuo y la media de los valores de ELISA de cada individno.

Sc esperaban obtener dos grupos de plantas: susceptibles (con sfntomas y multiplicacién viral) y
resistentes (pocos sfntomas y demora cn la replicacion del virus). Sin cmbargo, como sc
desprende de la tabla, hay plantas de los cuatro grupos posibles:

a) con menor proporcion de sfntomas y menor acumulacion de virus que Huinkul-MAG: E3A4,
E3A6 y E3AT.

b) con mayor proporcién de sfntomas y menor acumulacion de virus que Huinkul-MAG: E4A1,
E4A2, E4A3, E4A4, E4EI, EAGI, E4G3.

¢) con menor proporcién de sfntomas y mayor acumulacion de virus que Huinkul-MAG: E4CI,
E4DI, E4F1, E4F3, E3AS y E3AS.

d) con mayor proporcidén de sfntomas y mayor acumulacién de virus que Huinkwl-MAG: E4F2,

E4HI1, E3A3.
E3A1 tiene igual proporcién de sfntomas pero mayor acumulacion de virus.
I.a media de los promedios de ELISAs de los distintos individuos de cada grupo cs:
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a) 0,137 ¢) 0,494,

b) 0,038 d) 0,722.
Como se deduce de la tabla, hay varios clones del cultivar Huinkul-MAG que claramente
escaparon a la infeccién, ya que rindicron valores de 0 6 cercanos a 0 y se trata de un cultivar
susceptible a PLRV (no presenta genes de resistencia). Como consecuencia, el ensayo quedd sin
punto de referencia para cuantificar la inhibicién de la multiplicacién viral. Por esta razén,
"parece” que el virus multiplica més en varias de las plantas transgénicas que en Huinkul-MAG.
Para tratar de solucionar este problema, se tomé a la "peor” transgénica (es decir E4H1, ya que
es la planta en la que el virus replic mds) como punto de referencia en lugar de Huinkul-MAG.
Por lo tanto se considerd al valor 0,832 como 100% de multiplicacion (y por lo tanto 0% de
inhibicion de la multiplicaci6n viral), y se refiricron los datos de multiplicacién en las otras
plantas transgénicas a ¢éste valor. En la figura 22 se muestran los porcentajes de inhibicidn de la

multiplicaci6n viral tomando como 0% de inhibicién a E4HI.

Figura 22:
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Porcentaje de inhibicién de la multiplicacion viral producido en las distintas plantas transgénicas (y
cuantificado por ELISA) lucgo de la infeccién de las mismas con 15 dfidos que previamente se habian
alimentado en plantas con infeccién secundaria de PLRV. Los datos se refirieron al valor de
multiplicacion que ocurrié en la planta FAHI1.
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Como se desprende de la figura 22, las plantas del grupo b) resultaron las més protegidas frente a
la infeccion con PLRV ya que presentaron inhibicién en la multiplicacion viral de
aproximadamente entre el 100% y el 90% con respecto a la acumulacion viral ocurrida en la
planta E4HI. Les siguieron las plantas pertenecientes al grupo a) (inhibicién en la multiplicacion
viral entre el 89% y 78%) y las plantas pertenccientes al grupo ¢) (inhibicién en la
multiplicacién viral entre el 68% y 23%).

En la figura 23 se muestra a una planta E4H1 y a una planta de Huinkul-MAG a los 4() dfas dc
comenzada la infeccién con los dfidos que llevaban PLRV. Como se ve ambas plantas presentan

sfntomas. E4H1 pertenece al grupo d) y es aquella planta que acumulé més virus.

Figura 23:

EA4111 (a la izquierda) y Huinkul-MAG (a la derecha), a los 40 dias de comenzado ¢l ensayo.

La figura 24 se muestra una planta E4G1 y una planta de Huinkul-MAG a los 40 dfas de
comenzada la infeccién con los dfidos que llevaban PLRV. Esta planta pertenece al grupo b) y es
la que resulté més protegida (es decir en donde se observé una mayor inhibicién de la
multiplicaci6n viral). La planta transgénica presentd sfntomas en sus hojas inferiores, pero crecié
mdés que Huinkul-MAG (que se encuentra a su derecha). En la figura 25 se muestra una

aproximacitn del dpice de la planta E4G1 que no presenta sfntomas.
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Figura 24: Figura 25:

I’'AG1 (a la izquicrda) y Huinkul-MAG (a la derecha), a los 40 dias de comenzado el ensayo.
Aproximacién del dpice de la planta FAGI.

En la figura 26 se muestra una planta E3A6 y una planta de Huinkul-MAG a los 40 dfas de
comenzada la infeccién con los dfidos que llevaban PLRV. Esta planta pertenece al grupo a), es

decir presenté menor proporcién de sfntomas pero acumulé més virus que en Huinkul-MAG.
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Figura 26:

I:3A6 (a la izquierda) y Huinkul-MAG (a la derecha), a los 40 dias de comenzado el ensayo.
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C: OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSGENICAS RESISTENTES A
INSECTOS POR EXPRESION DE LA DELTAENDOTOXINA DE BACILLUS

TIHHURINGIENSIS:

C 1) Obtencion de plantas transgénicas para el gen bf 884:

Una parte de cstc trabajo es parte de una colaboracién entre laboratorios de distintos pafscs que
incluyen al CINVESTAY de Irapuato, México. Es por cllo que se trabajé no sélo con cultivares
de interés para Argentina sino también para México, como cs ¢l caso del cultivar Alpha de
Solanum tuberosum de uso cn México.

Las plantas transgénicas decnominadas Alfa |1 y Alfa 2 fucron ¢l resultado de una transformacién
con cl pldsmido pBT1 (cuyo mapa sec mucstra en la figura 5) que llcva el gen br 884 (un
fragmento del gen br2 de la toxina de Bacillus thuringiensis subesp. Berliner 1715 que codifica
para la porcidn activa de la toxina) bajo cl control decl promotor de la fructopina sintctasa
(PTR2') y de un terminador adecuado. Scgiin Phocroen y col. (1990), este promotor s inducible
por dafio en plantas, si bicn no mucstra ni cita cvidencias experimentales de clio,

Para la transformacion sc usé la cepa LBA4404 (pAl.4404) de Agrobacterium tumefaciens que
lleva, ademds al pldsmido pBT1.

El protocolo de transformacion utilizado fue el descripto en Materiales y Métodos salvo que las
plantas dcl cv. Alpha sc micropropagaron cn medio MSS y la regeneracién se hizo en un medio

con glucosa 1,6%.

C 2) Evaluacion de las plantas transgénicas:

Para determinar que sc trataba de plantas transgénicas y no de cscapes a la presion de scleccion,
sc rcalizd un ensayo de actividad de ncomicina fosfotransfcrasa.

Para detcrminar si ¢l gen de interés cstaba integrado al genoma de la planta, sc hicicron ensayos
dc Southern "blot”.

Para determinar si ¢l gen sc transcribfa, sc hicicron ensayos de Northern "blot”,

Por ultimo, para determinar si las plantas Alfa 1 y/o Alfa 2 presentaban actividad insccticida
frente a un Lepid6ptero minador se hicicron cnsayos de actividad biolégica cstudiando la
sensibilidad dc larvas de polilla del tomate (Scrabipalpuloides absoluta (Meyrick)) a la toxina

que cstas plantas (céricamente expresaban.
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C 2.1) Ensayo de actividad del producto del gen marcador (NPT II) en las plantas transgénicas
ara el gen bt 884

En la figura 27 se muestra el resultado del "dot blot" hecho con las plantas transgénicas y los
controles positivos y negativos correspondientes.

Figura 27:
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Determinacion de actividad ncomicina fosfotransferasa mediante "dot blot" de proteinas incubadas con y-
32p AP y neomicina.

a) y b) Plantas Alfa 1 y Alfa 2 a (estar.

¢) Huinkul-MAG sin transformar (control negativo).

d) Tabaco sin transformar (control negativo).

¢) Tabaco transformado con pMON 9749 que lleva ¢l gen neo (control positivo).

Se sembraron cantidades decrecientes de la mezcla de reaccion final: 30, 15 y 3 pl.

Puede concluirse de este experimento que las plantas Alfa 1 y Alfa 2 expresan actividad NPT 11,
es decir estdn transformadas. No se trata, por lo tanto, de escapes a la presion de seleccidn.

C 2.2) Deteccion del transgén de la entomotoxina y de su transcripto por Northern y

Southern:

106




C 2.2.1) Amplificacién dc la porcién t6xica del gen be2 por PCR:

Con cl objeto de oblencr una sonda adecuada para detectar el gen de la toxina de BT (en cl caso
de Southerns) y mRNA correspondicnte a csta toxina (cn ¢l caso de Northerns), en las plantas
Alfa 1y Alfa 2, sc amplificé por PCR un fragmento de 1871 pb correspondicnle a los primeros
1860 nt del gen bt2 de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki asf como también a i1 nt de la zona
5'NC de este gen.

Como templado para la PCR sc usé DNA del pldsmido pESI, que contienc todo el gen de la
toxina de Bacillus thuringicnsis (3527 pb) ademds de 527 nt de la zona 5' NC y 168 nt de la zona
3'NC.

Los oligonucledtidos utilizados fucron diseiiados ad hoc con la ayuda del programa Oligo
Version 3.3. Como cstos oligos no son completamente homdlogos al templado, ya que incluyen
sitios Bam H1 en los cxtremos de cada uno de cllos que no estaban cn la secuencia original. s¢
opté por una temperatura baja de anillado: 50°C.

Las condicioncs dc la PCR sc dctallan en Matcrialcs y Métodos.

Luego de la reaccion, sc sembr6 1/5 del volumen final en un gel de agarosa al 1%. Lucgo de la
clectroforesis sc observa una sola banda del tamaiio previsto. Sc utilizd la téenica de marcacion
por iniciacién al azar para marcar ¢l DNA asf amplificado con o32p-dCTP y usarlo como sonda

tanto para Southerns como para Northerns.

C 2.2.2) Deteccidn del gen bt 884 cn ¢l genoma de las plantas transgénicas medianle
Southern:

En la figura 28 sc mucstra la corrida cn un gel de agarosa de DNAs cxtrafdos de plantas
transgénicas y de los controles correspondicntes digeridos con la enzima Hind HI. Esta enzima
corta cn dos sitios dentro del DNA transferido de la bacteria que lleva ¢l vector pBT1 (usada en
la transformacion) al gecnoma de las plantas Alfa 1 y Alfa 2, liberdndose un fragmento de
aproximadamente 4 kpb quc conticne al gen bt 2 truncado (cl gen br 884). El gel de la figura 28
sc transfiri6é por la técnica de Southern y sc hibrid6 con ¢l fragmento de DNA del gen Br 2
amplificado por PCR marcado con a32P-dCTP. La autoradiograffa correspondicnte s¢ muestra

en la figura 29.
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Figura 28:Calles A, B, C: Como control positivo se sembraron 100, 10 y 1 pg de DNA complementario a
la sonda a usar en la hibridacion: se trata de 885, 88,5 y 8,85 pg del plasmido pES| lincalizado (¢l DNA
complementario a la sonda es un 11,3% del plasmido ya que ¢l plasmido pESI tiene aprox. 17,75 kpb y

la zona complementaria a la sonda tiene 2 kpb).
Calles D, E y F: 20 ug de DNA de Alfa 1, Alfa 2 y Huinkul-MAG (como control ncgativo) digeridos con

Hind III. Calle GG: marcador de peso molecular.
Figura 29: Las calles rotuladas como control positivo 100, 10 y I de la figura 29 corresponden a las calles

A, By C de la figura 28.

En las calles rotuladas Alfa 1 y Alfa 2 (calles D y E de la figura 28) de la figura 29 se ve una
banda del tamaiio esperado: 4 kpb que no estd presente en el control negativo (calle F de la
figura 28). Se demuestra por lo tanto que el gen br 884 estd incorporado al genoma de Alfa I'y

Alfa 2.

C 2.2.3) Northern: Deteccién del mRNA correspondiente al gen bt 884 en Alfa 1y
Alla 2:
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Una vez detectado el gen bt 884 en el genoma de Alfa 1y Alfa 2 fue fundamental determinar si
este gen se transcribfa, es decir si sc sintetizaba el mRNA correspondiente.

Se corrieron 20 pg de RNA total de Alfa 1y Alfa 2 asf como también de Huinkul-MAG como
control negativo. Como sonda se usé el fragmento de DNA del gen br 2 amplificado por PCR

(usado en el Southern).
Como se muestra en la figura 30 tanto en Alfa 1 como en Alfa 2 hay mRNA correspondiente al

gen br 884.

Figura 30:
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Se corrieron 20 pg de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturalizante de agarosa al 1,5 %.
LLas muestras provinieron de:Huinkul-MAG como control negativo, Alfa 1 y Alfa 2.

ElI RNA se transfirié a un filtro de Nylon por Ia técnica de Northern y se hibridé con un fragmento
obtenido por PCR que contiene ¢l gen b 2 marcado con a 2p_crp por la técnica de iniciacién al azar.
I.a prehibridaci6n ¢ hibridacién se hicieron tal como se describe en la puesta a punto de los Northerns.

I.a figura corresponde a la autorradiografia resultante.

C 2.2.4) Inmunodot: Deteccién de la entomotoxina de BT en Alfa 1 y Alfa 2.

Para evaluar ¢l nivel de protefna (toxina) sintetizada por las plantas transgénicas se
tomaron 300 mg de hoja de plantas micropropagadas, las cuales se homogenizaron en ¢l
buffer de extraccion y, luego de una clarificacion a mdxima velocidad, se sembraron en
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membranas de nitrocelulosa. La membrana fue incubada con anticuerpos policlonales
anti-toxina Bt, con un segundo anticuerpo anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina y
revelado con nitroazul de tetrazolio (NBT) y 5-Br-4-Cl-3-indolilfosfato (BCIP). Dado
que no se pudicron detectar sciiales positivas en las muestras de Alfal y Alfa2, el
experimento se repitié usando AMPPD como sustrato, para aumentar la sensibilidad. La
deteccion se hizo por fluorograffa de Ta quimioluminiscencia generada por la membrana
en el transcurso de una noche, tal como s¢ observa en la figura 31.

Figura 31
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Se sembraron 100 pl de 4 diluciones seriadas al medio partiendo del "tal cual”, de extractos de proteinas
de Alfa 1, Alfa 2 y Huinkul-MAG (como control negativo). Asimismo se sembraron 100 pl de 4
diluciones seriadas al décimo partiendo de la 1/10 del cultivo de B.thuringiensis. 1.a figura es ¢l resultado

de la exposicién de la membrana durante toda la noche

La figura muestra que el control positivo que consiste en un extracto dilufdo de esporas
de Bacillus thuringiensis var. kurstakii produce una clara sefial, mientras que no se pudo
detectar reaccién en los extractos vegetales. Si bien no fue posible cuantificar la
sensibilidad de este ensayo, resulta claro que el nivel de expresion de la protefna de

interés es bajo.

C 3) Bioensayo de las plantas transgénicas: Sensibilidad de larvas de polilla del tomate a la
ingesta de hojas de las plantas transformadas:

Para obtener plantas rusticadas para el siguiente ensayo de actividad biol6gica, se pasaron
plantas de Alfa 1, Alfa 2, asf como también de dos testigos negativos Huinkul-MAG y Spunta

crecidas in vitro, a macela (ver Materiales y Métodos).
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Con el objeto de comprobar que la poblacion de Scrobipalpuloides absoluta (Meyrick) a utilizar
en ¢l ensayo no presentaba problemas para completar su desarrollo usando a la papa como
recurso alimentario, sc realiz6 una generacion completa del lepiddptero sobre plantas de papa.
Como resultado de esta primera generacion se obtuvieron 300 pupas, indicando que esta fuente
alimentaria permite la multiplicacién del insecto con eficiencia similar a la del huésped natural
en las condiciones de laboratorio.

Los adultos obtenidos a partir de estas pupas fueron liberados en una jaula de vidrio conteniendo
10 plantas de cada tipo: Alfa 1, Alfa 2, Huinkul-MAG y Spunta, con el propdsito de obtener una
cantidad adecuada de huevos. Tras 72 hs de exposicién, se separaron los 4 grupos de plantas en
jaulas individuales y se cont6 el nimero de huevos por planta. Se mantuvieron entre 130 y 140
huevos por planta. Las condiciones ambientales empleadas en este ensayo se describen en
Materiales y Métodos.

A dos semanas de la eclosion de las larvas, se observaron galerfas y larvas vivas tanto en las
hojas de las plantas transgénicas Alfa | y Alfa 2 como en los controles Huinkul-MAG y Spunta.
A pesar de ello, el dafio observado (tamafio y nimero de galerfas) en las plantas transgénicas fue

considerablemente menor al registrado en las plantas control.

Figura 32:

Detalle de una hoja de una planta control (Huinkul-MAG) a dos semanas de la eclosion de las larvas de
Scrobipalpuloides absoluta (Meyrick).
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Figura 33:

Detalle de una hoja de una planta Alfa | a dos semanas de la eclosion de las larvas de Scrobipalpuloides

absoluta (Meyrick).

Asimismo, el desarrollo de las larvas criadas sobre las plantas transgénicas fue menor que el
observado en las plantas testigo. Las larvas que estaban sobre las plantas Alfa 1 y Alfa 2 no
alcanzaron el estado de pupa y, por lo tanto, tampoco ¢l de adulto. En cambio, ¢l desarrollo

larval en las plantas control se completé normalmente.




Figura 34:

Desarrollo alcanzado por las larvas de Scrobipalpuloides absoluta (Mceyrick) sobre las plantas
transgénicas Alfa 1 (1), Alfa 2 («2), y sobre los controles Spunta (S) y Huinkul-MAG (I1). Junto a las
larvas desarrolladas en la planta control se muestran las pupas correspondientes.
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D: OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSGENICAS RESISTENTES A
HERBICIDAS TOTALES:

D 1) Obtencion de plantas de papa transgénicas para el gen bar:

Sc utilizé cl protocolo de transformacion de discos de hoja de papa para la obtencidn de plantas
de Solanum tuberosum cv. Huinkul-MAG resistentes a herbicidas por expresién del gen bar.

Sc hizo un cnsayo pequciio, ya que se parlié de 25 discos de hojas. Durante ¢l ensayo hubo
graves problemas de contaminacidn, por o que se descartaron muchos explantos. Todo esto hizo
imposiblc ¢l cdlculo de la cficiencia tanto de regeneracion como de transformacién en este
cnsayo. Dc todas mancras, s¢ obtuvo una planta capaz. de cnraizar cn medio selectivo

(kanamicina 50 pg/ml) en adelantc llamada AE2.

D 2) Chequeo in vitro de la resistencia a fosfinotricina:

Para chequcar si Huinkul-MAG presentaba o no resistencia patural (en condiciones de
laboratorio) al herbicida comercial Basta®, sc hizo, en una primera clapa, una curva de
sensibilidad de dpices de Solanum tuberosum cv. Huinkul-MAG sin transformar a distintas
concentraciones de Basta® cn cl medio de cultivo in vitro.Para cllo sc hicicron dos cnsayos
SUCCSIVOS.

En el primero sc colocaron dpices en 4 concentraciones crecienles de fosfinotricina: 25, 50,100 y
200 mg/l, ademds dc un control sin fosfinotricina. Se utilizaron 10 dpices por cada tratamicnlo.
En todos los casos ¢l medio contenfa cefotaxime (300 mg/l), antibidtico necesario para controlar
¢l crecimicnto de las agrobacterias (si bicn se trata de plantas sin transformar, y por lo tanto sin
contacto con agrobactcrias, sc traté de reproducir las condicioncs a las que se someten las plantas
transformadas). Como resultado dc este primer ¢nsayo, todas las plantas crecidas en tubos con
Basta® presentaron clorosis primero y muricron al cabo de S dfas. En todos los casos la clorosis
comenza cn la basc de la Idmina, en forma similar a o conocido para otras plantas incluyendo
otros cultivares de papa.

Se decidi6 por 1o tanto ensayar concentraciones menores del herbicida en ¢l medio: esta vez sc
colocaron dpices en 3 concentraciones distintas de fosfinotricina: 0,1; 1 'y 10 mg/i en cada tubo,

con 10 repeticiones por tratamicnto. Los resultados se muestran en la siguicnle tabla.
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Tabla 9:

caract / clnrnsi; enraizamicnto
conc. PPT(mg/l).
0 0% 100%
0.1 40% 100%
] 70% 60%
10 100% 0%

Porcentaje de plantas del cultivar Huinkul-MAG quc presentan clorosis y/o son capaces de enraizar en
medio P con ccfotaxime (300 mg/l) y concentraciones crecientes de fosfinotricina (PPT).

El siguicntc paso fuc cnsayar la resistencia de la planta transgénica AE2 a la fosfonitricina ¢n cl
medio de cultivo. Para cllo sc optd por utilizar 1,2 mg/1 de fosfinotricina ya que por el
mecanismo de accién del herbicida y de la fosfinotricina accetil transferasa (PAT) (resistencia por
detoxificacifn), si sc agrega una concentracion muy grande de herbicida en ¢l medio, la

resistencia pucde scr sobrepasada.

El ensayo sc hizo con dpices dc Solanum tuberosum cv. Huinkul-MAG sin transformar (como
control) y con dpices dc AE2. Sc hicicron 16 repeticiones por tratamicnto. Se incluy6 un

tratamicnto sin fosfinotricina.




Tabla 10:

conc. Control Ali2
(mg/1)
cnraizadas y 0% 100%
verdes
no cnraizadas y 100% 0%
clordticas

Porcentaje de plantas de Huinkul-MAG (Control) y transgénicas para el gen bar (AF2) capaces de
enraizar y con bucn aspecto gencral o incapaces de enraizar y cloréticas, a Jos 15 dfas de cultivo cn
medio P con cofotaxime (300 mg/l) y 1.2 mg/! de fosfinotricina.

Se concluyd por lo tanto que la planta AE2 presenta resistencia la fosfinotricina en condiciones

in vitro.

En la figura 35 sc mucstra a una planta transgénica AE2 (rotulada cn naranja) y una planta
control sin transformar (Solanum tuberosum Huinkul-MAG, rotulada en amaritlo) en un medio
sin herbicida. Ambas plantas presentan un fenotipo normal.

En la figura 36 se mucstran las mismas dos plantas ¢n un medio con Basta® (1,2 mg/l de PPT).
La planta transgénica no presenta clorosis y enrafza normalmente. La planta control no fue capaz.
de enraizar ni crecer. Sus hojas s¢ tornaron cloréticas primero y nccrdticas después, hasta que cl
explanto sc scc completamente.

En la figura 37 se mucstra un planta AE2 en un medio con ¢l herbicida a la izquicrda y otra
planta igual (AE2 de la misma cdad) cn un medio sin el herbicida a la derccha. Como se observa,
cl herbicida no ejerce ningtin cfccto sobre la planta transgénica, ya que la planta pcrmancce
verde, enrafza y ticne un buen aspecto general.

En todos los casos las fotos s¢ tomaron 15 dfas después de haberse micropropagado los dpices a

medio fresco.
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Figura 35:

AF2 (a la izquierda) y Huinkul-MAG sin transformar (a la derecha) luego de 15 dias de haberse pasado a
medio de micropropagacion sin herbicida.
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Figura 36:

AE2 (a la izquierda) y Huinkul-MAG sin transformar (a la derecha) luego de 15 dias de haberse pasado a

un medio de micropropagacion que contenia 1,2 mg PPT/1.
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. Figura 37:
i
I
I

AF2 micropropagada en un medio con 1,2 mg PP17/1 (a la derecha) y en el mismo medio sin PPT (a la

izquicrda).
D3) Chequeo in vivo de la resistencia a fosfinotricina:

Se transfiricron 12 plantas AE2 y 12 plantas Huinkul-MAG crecidas in vitro de un mes de edad a
macetas. A 10 dfas del transplante, se pulverizaron 6 plantas de cada tipo con una solucién de 1

gramo por litro de Basta®. Se "pulverizaron” ademds, 6 plantas de cada tipo con agua.
A los dos dfas de iniciado tratamiento con Basta®, los bordes de todas las hojas de las plantas

Huinkul-MAG se curvaron hacia abajo. Esto no ocurrié en las plantas AE2 tratadas con el

herbicida.
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A los cinco dfas de iniciado el tratamiento las plantas Huinkul-MAG estaban completamente
secas, mientras que las plantas AE2 presentaban ¢l mismo aspecto que las plantas de Huinkul-

MAG 6 AE2 rociadas con agua.

Figura 38;
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c (et 1 1itm 2y

Aspecto general de plantas transgénicas (Al:2) del cultivar Huinkul-MAG sin tratar con el herbicida
(control) y a los 5 dias de ser tratadas con 1 g/l de PPT.
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Figura 39:

treated HUINKUL MAG
) (PPT 1g ' m2)

conirol HUINKUL MAG

Aspecto general de plantas del cultivar Huinkul-MAG sin tratar con el herbicida (control) y tratadas con
1 g/l de PPT. Las fotos fueron tomadas a los 5 dias de iniciado ¢l tratamiento.

Figura 40:
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Aspecto general de plantas del cultivar Huinkul-MAG y de plantas transgénicas (AE2) del mismo cultivar
a los § dias de ser tratadas con 1g/l de PPT.
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A) Transformacion de papa:

En cl presente trabajo de Tesis se ensayaron distintas alternativas para lograr la regeneracion y
transformacidn cficiente de cultivarcs de papa de interés en cl pafs. Una de cstas allcrnativas fuc
la utilizaci6n de rodajas de tubéreulos como explantos de partida cn experimentos de
regeneracidn. Los resultados obtenidos no fucron reproducibles, probablemente debido a la
heterogencidad cn las condiciones de edad y almacenamicnto de los tubéreulos. Varios autores
sefialaron la baja reproducibilidad de las cficiencias de regencracion y transformacion cuando se
usa tubérculo como explanto de partida. Sheerman y col. (1989), sciialaron a la cdad de los
tubérculos como un pardmetro critico: con tubérculos de més de 6 meses de cdad no obtuvicron
resultados reproducibles. Ademds existen dudas con respecto a las condiciones de
almacenamicnto adecuadas: algunos autores sosticnen que los tubérculos deben permancceer a 4
"C (Sheerman y col. 1988; Stickema y col. 1988) micntras que observaciones de la Dra. P.
Malnoc (Estacién Experimental Agrfcola de Changins, Nyon, Suiza, comunicacién personal)
indicaron que se obtenfan mcjores resultados si los tubéreulos cran almacenados a 15 "C. La
utilizacion de tubérculos como explanto de partida conlleva un procedimicnto de desinfeccion
muy largo (dc aproximadamente 3 hs) y tedioso. Estos inconvenientes indujeron a Ishida y col.
(1989) a utilizar wbérculos crecidos in vitro como matcerial de partida, aunque este grupo no
logr6, con cllos, eficiencias altas de transformacidn.

La utilizacion de hojas de plantas crecidas in vitro en cdmaras de crfa demostré ser, en nucstras
manos, un proccdimicnto mds simple, y di6 lugar a eficiencias de regeneracion del 100% y de
transformacion no solamente reproducibles sino también comparables o mejores que las
informadas cn los protocolos publicados hasta ¢l momento. En la tabla que se presenta a
continuacién se mucstran las cficicncias de transformacién logradas por otros grupos:



Tabla 11:

Explanto utilizado | Autor Ef. transf. cultivares de papa
Tubérculo Stickcma 1988 1% Bintjc y Désiréc
4,.8% Pentland Dell,
Tubérculo Sheerman 1988 | 16% Désiréc
Mini tubérculo Russet Burbank
in vitro Ishida 1989 No aclara Lembhi Russet
Hoja Dc Block 1988 No aclara Bintjc, Désirée
Hoja Tavazza 1988 23% Désiréc
9% Superior
Hoja Wenzler 1989 20% Désirée
400-500% FL1607
Hoja estc trabajo 13-33%* Huinkul-MAG
Hoja Rocha-Sosa 1989 | No aclara Désiréc
13% Désirée
Tallo Newell 1991 14% Kennebec
2% Russct Burbank

Explanto de partida, autor y eficicncia de transformacion lograda para distintos cultivares de papa, cn
éste y otros trabajos.
* EfE fue del 33% cuando sc utiliz6 ¢l vector pBIcpPL.RV y del 13% cuando se utilizé ¢l vector GUS-

intrén.

En cuanto a los cscapes a la rcaccion GUS observados, hay que considerar que si hien cl gen
GUS cstéd bajo ¢l control de un promotor més fuerte (cl 35S) que cl promolor que controla cl gen
que confiere resistencia a kanamicina (Pnos), 1a reaccitn en sf ticne menor sensibilidad debido a
la baja pcrmeabilidad dcl sustrato X-Glu en cl tejido y a la alta incstabilidad del X-Glu en
solucién. Es sabido que atin en cl caso de transgenes ligados, la expresion de los genes no es
cquiparable. Dado que la scleccion se realizo en presencia de kanamicina, no sorprende (ue sc
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obtenga buen nivel de expresién del gen neo aunque el promotor no sca fuerte. En cambio, no
cxistioé scleccién por alta expresion del gen wid A responsable de la expresion de GUS. Ademds,
un trabajo reciente (Ottaviani y col. 1993) demostrd que en algunos casos, la transcripcion del
gen GUS a partir del promotor de 35S cs suprimida por metilacion del DNA (especificamente en
cl gen GUS y en el promotor de 35S) en plantas de papa dcel ¢v. Bintje transformadas con el
vector pBI121. En el trabajo publicado por Wenzler y col. (1989), ¢l 65% de los tallos que
rcgeneraron ¢n kanamicina cxpresaban GUS. Pucden (ratarse de escapes a la presion de
scleccidn, cscapes a la reaccion de GUS vy, a la luz de los resultados de Ottaviani, falta de
expresién por metilacién del DNA. En nuestro caso sc (rata de cscapes a la rcaccion de GUS (es
decir, bajos niveles de expresion) o a metilacion del gen y/o el promotor de 35S, ya que el 100%

dc las plantas fuc positiva cn cl ecnsayo de NPTII.



B) Resistencia a PLRYV por expresion de protcina o antimensajero de capside:

A mediados dc 1990, Kawchuk y col. obluvieron plantas transgénicas de papa (cv. Désirée)
resistentes a PLLRV. La construccién utilizada tenfa ¢l gen de la cdpside rodeado por 11 nt del
cxtremo §' no codificante y 112 nt del extremo 3' no codificante, bajo ¢l control del promotor
doble de 35S. A los 3 meses de la infeccién (realizada mediante 5 dfidos, que previamente se
habfan alimentado en plantas de Physalis pubescens infecladas, por planta) las plantas
transgénicas tenfan un 10% del virus presente en las plantas control (reduccidn del 90% cn la
multiplicacion viral). S6lo en algunos casos fucron capacces de detectar la protefna de cépside por
Western, por lo que propusicron que la protefna se encucntra por debajo del Ifmite de deteccion
de csta técnica (0,01% de las prolefnas solubles totales) o que sc degrada rdpidamente.

En 1991 el mismo grupo obtuvo plantas transgénicas dcl cultivar Russct Burbank utilizando dos
construcciones distintas a la anterior: una de cllas inclufa cl gen de cdpside bordeado por 192 nt
del extremo §' no codificante (cn un intento para mejorar los niveles de transcripcidn) y la otra
tenfa el gen de cdpside con sus zonas aledafias en oricntacion antisentido de manera quc las
plantas resultantcs producfan un antimensajero de la protefna de cdpside. Los niveles de
transcripcion fucron similares para las dos construcciones. En ningiin caso detectaron la protefna
de cépsidc viral por Western. Sorprendentemente obtuvicron los mismos niveles de resistencia
con las dos construcciones: entre 1 y 8% de 1a multiplicacién viral con respecto a los controles
sin transformar. En estc caso aumentaron ¢l nivel del inGeulo 10 veees (50 4fidos por planta).
Ademds, obscrvaron una reduccién significativa en la habilidad de Myzus persicae para
transmitir el virus desde las transgénicas a plantas de P. pubescens sanas (sicmpre que los tftulos
virales cn las mismas fucran iguales o menores al 5% de los controles). Este hecho es
particularmente importante ya que la epidemiologfa sc¢ verfa afectada, reduciéndose la
transmision viral cn ¢l campo y a campos vecinos sin ¢l uso de insccticidas.

van der Wilk y col. (1991), obtuvicron niveles similares de resistencia cn plantas del cultivar
Désirée transformadas por una construccién que llevaba ¢l gen de cdpside bajo el control del
promolor del transcripto de 35 S. Tampoco este grupo fuc capaz de detectar la protefna de la
cdpside en las plantas transgénicas.

En 1992 Barker y col. obtuvicron plantas de papa transgénicas (cv. Pentland Squire y Désirée)
para la protefna de cdpside de PLRV asf como 11 nt del exiremo 5"y 262 nt del extremo 3’ no
codificante. Fucron capaces de detectar la protefna de cépside cn algunas plantas de Peatland
Squire (nunca en Désirée). En cste caso na midicron los niveles de resistencia en infecciones
primarias sino en las sccundarias, las mds importantes a campo, ya quc la discminacidn del virus
ocurre principalmente de fuenites con infecciones sccundarias més ue con infecciones primarias.
Las concentraciones virales fueron de 6 a 4 veces menorces que cn los controles para Désirée y de
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3 a 2 veees menores que los controles para Pentland Squire. Los niveles de resistencia no
dependicron en los niveles de protefna de cdpside detectada (cs decir no hallaron mayor
resistencia cn aqucllas plantas donde habfa protefna de cdpside detectable). Los niveles de virus
cncontrados cn las transgénicas fucron similares a los encontrados en cultivares producidos por
mélodos de mejoramicnto cldsicos como por cjemplo G6845 y G7714.

En el presente trabajo, sc obtuvicron plantas de papa de cultivares de uso local (FHluinkul-MAG y
Spunta) que expresan ¢l gen de cdpside viral, asf como también 100 nt del extremo 5" NC y 59 n(
del extremo 3' NC de cste gen. Es la primera vez ue se clona y sccucncia un aislamicnto
sudamericano de cste virus. Para rcalizar ¢l clonado sc amplificé el fragmento de interés por
PCR usando RNA de planta infectada para sintctizar ¢l cDNA total que sirvié como templado de
partida. Esto cvit6 cl paso de purificacidn viral, que ¢s particularmente conflictivo cn ¢l caso de
esle virus que replica solamente en células de flocma y acompaiiantes.

Asimismo, s¢ hizo un ensayo preliminar de multiplicacidn viral (cuantificada por ELISA) cn
plantas transgénicas y control infectadas mediante 4fidos que previamente sc habfan alimentado
cn plantas de papa con inlcccion secundaria de PLRV.

El cnsayo se realiz6 del mismo modo que el utilizado por los Ingenicros Butzonilch y Colavita
de la Estacion Experimental INTA-Balcarce para la cvaluacion de distintos genotipos de papa cn
planes de mejoramicnto. Por lo tanto, para ¢l caso de pldntulas jovenes como las de este ensayo,
sc utilizaron 15 4fidos por planta, dado que ésta cs la dosis adecuada para lograr un grado de
infcccidn aceptable. Esta dosis sc eligi6 para no sobrepasar los posibles niveles de resistencia
que prescnlen las plantas; dosis mayores podrfan conducir a necrosis y mucrte de las pldntulas
por efecto de la reaccion a los 4fidos.

Sc agruparon las distintas plantas transgénicas cn 4 grupos: (a), b), ¢) 6 d), en basc a la
acumulacion de virus cvaluada por ELISA y la proporcién de plantas con sintomas.

En los casos a) y b) cn los que se acumula menos virus que en ¢l control (Huinkul-MAG sin
transformar) no sc puede descartar la existencia de cscapes a la infeccion. En caso de resistencia,
la cantidad dc virus accesiblc a futuros &fidos vectores que sc alimenten de estas plantas serd
menor, 10 que naturalmente (racréd aparcjado un cicrto control de la virosis.

Las plantas pertenecicntes al grupo b) constituyen un caso interesante, ya que presentan sfntomas
pero la multiplicaci6n viral estd inhibida. En cl caso de plantas transgénicas para ¢l gen dc
cdpside de PVY sc observa algo similar (comunicacién personal de la Dra. Pfa Malnoe, Estacion
Experimental Agricola de Changins, Nyon, Suiza,). Esto podrfa dcberse a que la aparicién de los
sfntomas sc vea polenciada por ¢l producta del transgén y cl inicio de la multiplicacidn viral.
Scgun Kawchuk (1990 y 1991) y van der Wilk (1991), las plantas dc papa de los cultivarcs
Désirée y Russct Burbank crecidas en invernadero no presentaron sfnlomas en infecciones
primarjas. No obstante, Kawchuk (1991) menciona que algunas dc las plantas transgénicas
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presentaron sfntomas lucgo de la infeccidn (no aclara a Jos cudntos dfas). Estos autores
consideraron que los sfntomas de infecciones primarias son, en general, diffciles de evaluar y los
atribuyeron a las condiciones de crecimiento en que se halltaban las plantas.

Los casos ¢n los que sc obtiene baja o nula Iectura en cl ELISA, pucden deberse a que 1a planta
presentd resistencia o a que la planta escap6 al in6eulo inicial. Esto dltimo ocurrid claramenie en
por lo menos tres de los clones de Tuinkul-MAG, ya sc trata de un cultivar susceptible a la
infeccién con PLRYV (carcee de genes de resistencia) y en cstos clones no se observé o se
obscrvé muy baja multiplicacién viral. Sin embargo ésto no ocurrié en varias dc las plantas
transgénicas en las que sc observd multiplicacién viral en todos los clones analizados. Por csta
razon, si s¢ toman los promedios de lectura de ELISA, "parece” que cn éstas plantas trangénicas
el virus "replica mas” que en Huinkul-MAG. Esla cs una explicacion plausible para los grupos ¢)
y d) en los que la multiplicacidn viral es mayor que cn Huinkul-MAG.

Con respecto al efecto de la expresién del gen de cépside viral (cl transgén) en las plantas
infectadas con virus, tcéricamente hay (res posibilidades:

a) que la cxpresion del transgén provoque una disminucién en la multiplicacion viral.

b) que la expresidn del transgén no afccte la multiplicacion viral.

¢) que la expresion del transgén facilite 1a multiplicacion viral.

La posibilidad a) cs la csperada y, como se dijo, se ha reportado muchas veces, incluyendo ¢l
caso de PLRV.

La posibilidad b) también sc ha obscrvado. Ocurre en varias situacioncs como por ¢j. cuando cl
transgén se inserila cn zonas transcripcionalmente inactivas del genoma de la planta o cuando
ocurre metilacion del transgén lucgo de la integracion.

En cuanto a la posibilidad ¢), si hicn es tcOricamente posible, no se han reportado casos.

El referir la multiplicacién viral que sc obscrva en las distintas plantas transgénicas, a la
multiplicacién ocurrida cn la "peor” transgénica (cn cuanto a la efectividad para restringir la
multiplicacién viral, que cs lo que s¢ busca), serd una subestimacitn de la cfectividad de las
distintas plantas si lo que ocurre cs ¢l caso a). Es decir que si aun la "pcor” transgénica inhibc cn
algo la multiplicacién viral, al calcular la inhibici6n de la multiplicacién con respecto a clla
cstamos cometicndo una subestimacion.

Si por ¢l contrario en la "pcor” transgénica la expresion de la protefna de cdpside facilila ta
multiplicacion viral (caso ¢), al referir los datos de las demds transgénicas a clla se cometerd una
sobreestimacion.

Finalmente si en fa "peor” transgénica el transgén no tuvo efecto alguno sobre la multiplicacion
viral, entonces esta planta pucde ser tomada como punto de referencia al igual que Tluinkul-

MAG sin transformar.
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Los grupos a), b) ¢) y d) hechos en base a Ja acumulacién viral y la proporcion de sfntomas con
respecto a Huinkul-MAG,. sc correspondieron casi perfcclamente con la inhibicion de la
multiplicacidn viral tomando a la acumulacién producida en E4HIT como punto de referencia
(100% de acumulacion; 0% de inhibicion).

Un pérrafo aparte merecen las plantas del grupo ¢) en las que hay multiplicacidn viral pero no se
obscrva sintomatolog(a, loque por muchos fitopatélogos es conocido como tolerancia. Para
confirmar la falta de efecto de la infeccitn serd necesario contar con los datos de rendimicnto.
Dec algunos "candidatos” que surgicron en csie cnsayo y que scguramente surgirdn cn cnsayos
similares, sc hardn curvas dc acumulacién viral, a distintos dfas postinfeccién. Se planca también
detectar los niveles de PLLRV en los tubéreulos producidos por las plantas transgénicas infccladas
para determinar si hay o no una disminucion cn la cantidad de virus transportado a tubéreulo y
dcterminar si cl rendimicnto (peso de tubéreulos producidos) sc ve o no afectado por la
expresion del transgén.

Los sfntomas fucron rcgistrados al mes del comicenzo de la infeccion; esto fue, quizds, un poco
tarde para cfcctuar la scleccion de candidatos, ya que el retraso en la aparicion de los sintomas
también ¢s una caraclerfstica de interés distintaiva de la estralegia de proteccion por expresion

del gen de cépside.
B 1) Propuestas para ¢l mecanismo de proteccion a PLRV:

El gen de la protefna de cdpside en oricntacién sentido o antisentido de PLRYV fuc igualmente
cficaz para conferir proteccion. Eslo conslituye una diferencia fundamental con respecto a la
resistencia mediada por protefna de cdpside hallada para todos los demds virus. Las
construccioncs antisentido dc cdpside dc PVX (Hecmenway y col. 1988) 0 CMV (Cuozzo y col.
1988) confirieron protcccion sélo frente a indeulos virales bajos, y cn todos los casos fucron
menos eficicntes que las construcciones del gen de protefna de cdpside. La transmisién de
PLRYV, al contrario que cstos virus, ocurre mediante &fidos vectores de mancra persisiente. La
acumulacidn viral ¢s lenta y los titulos virales permanccen bajos, lo que provocarfa que cl
transcripto antiscntido tenga una mejor oportunidad para interferir con la replicacion viral.
Kawchuk y col. (1991), proponen que los transcriptos sentido o antisentido interferirfan con la
hebra de RNA viral de polaridad opucsta. Palukaitis y Zaitlin (1984) plantcaron c¢sie mismo
madelo para explicar el fenémeno de proteecion cruzada. Dado que los niveles de RNA viral
posiliva y negativo dificren durante el curso de la infeccién, Kawchuk y col. (1991), sugicren
quc la resistencia ocurrirfa cn una ctapa lemprana de la infeccién, en la que tanto los niveles de
RNA pasitivo como negativo son bajos. El proceso de infeccion también podrfa estar afectado
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por una posible competencia entre ¢l RNA expresado en las plantas transgénicas y ¢l RNA del
virus desafiante por factores esenciales (como por ¢j. la replicasa) virales o del huésped.



C) Resistencia a insectos por expresion de la delta-entomotoxina de Bacillus thuringiensis:

Para la cvaluacidn de plantas que expresan la toxina de Bacillus thuringiensis, gencralmeate se
ha usado Manduca sexta ("hornworm" del tahaco) ya que es un Lepiddptero muy sensible a la
toxina de BT y [4cil de criar (Vacck y col. 1987; Fischhoff y col. 1987; Barton y col. 1987).
Estos autores cuantificaron la mortalidad de larvas sobre las distintas plantas transgénicas
producidas.

En ¢l presente trabajo no se observd mortalidad sino una disminucién cn la alimentacion de las
larvas dc Scrobipalpuloides absoluta (Meyrick), lo (ue trajo como consccucncia una reduccion
en ¢l ndmero y tamaiio de galerfas, con ¢l consiguicnte menor daio en las hojas. Barton y col.
1987, observaron que plantas catalogadas como "no (6xicas" frente a Manduca sexta, en cl
sentido que no producfan mortalidad de las larvas,resultaban menos daiiadas debido a que las
larvas sc alimentaban menos.

Se obscervé ademds un retraso en ¢l desarrollo de Jas larvas: las que se alimentaban de las plantas
transgénicas Alfa 1 y Alfa 2 no alcanzaron ¢l cstadfo de pupa, no asf las que sc alimentaban de
las plantas control, que sc desarrollaron normalmente.

Otros lepidépteros como Heliotis zea (gusano det capullo del algodén), Heliotis virescens
(gusano de los brotes de tabaco), Pectinophora gossipiela (lagarta rosada) y Spodiptera exigua
(gusano dc la remolacha, "beet arinyworm™) son menos sensibles a Ja toxina de BT que Manduca
sexta. En cstos casos raramente sc observé mortalidad, sino reduccitn en los niveles de
alimentacion, tasa de crecimicnlo y desarrollo de larvas sobre plantas transgénicas con respecto a
larvas que sc alimentaban cn plantas control. Fischhoff y col. (1987) observaron que larvas de
Heliotis virescens sobre hojas control duplicaban su tamafio cn 4 dfas, micntras que las larvas
sobre hojas de plantas transgénicas, estaban mal desarrolladas y no aumentaron de peso en ¢l
mismo lapso. Similarmente, Perlak y col. (1990), informaron una reduccion en el desarrollo de
larvas del gusano del capullo del algoddn.

Espccfficamente cn papa, Phocrocn y col. (1990), hallaron que s6lo el 16% de las plantas
transgénicas para BT causaban mortalidad de larvas dc Manduca sexta; cl resto producfa una
scria jnhibicion en ¢l crecimiento de las mismas. Estc mismo grupo estudid el dano producido
por larvas de la polilia dc la papa (Phthorimaea operculella, también llamado gusano dcl
tubéreulo) sobre hojas del cultivar Kennebece. A los 4 dfas observaron inhibicién cn ¢l desarrollo
larvario. Sugiricron quc cste Iepiddptero pertencciente a la misma (amilia (Gelechiidae) que la
polilla de tomate con la que sc trabaj6 aquf, cs menos sensible a BT que Manduca sexta.
Estudiaron también ¢l dafio producido par la polilla de la papa sobre tubérculos de plantas
transgénicas para BT y plantas del cultivar Berolina como control. Hallaron larvas con ¢l

desarrollo retrasado en los tubérculos de |as plantas transgénicas.
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En cl presente trabajo, si bicn fuc claramente posible detectar la presencia del gen por Southern
blot asf como su expresién por Northern blot, no fue posible detectar ¢l producto del gen por
inmunodot, indicando quc ¢l nivel de protefna cs muy bajo, ya sca por una baja cficicncia de
sfntesis o por una acelerada degradacion. En cste contexto cs interesante mencionar ¢l trabajo de
Phocroen y col (1990) los cuales afirman que ¢l promotor que regula la expresién de la
entomotoxina en la construccién utilizada es del tipo inducible por daiio aunque no dan
cvidencias de cllo y no hay menciones sobre ¢l tema cn trabajos cn los que se utiliza este
promotor. Dc ser cierta la necesidad de induccidn por heridas, se explicarfa la falta de deteccion
de la protefna cn condiciones normales. El insecto producirfa el dafio inducicndo la sfntcsis de la
tloxina quc ticne efeclo negativo sobre su desarrollo.

Si bien es conocido que ¢l uso de plantas de estas caracterfsticas no cvita un nivel basal de dafio
inicial debido a que ¢l insccto debe ingerir tejido vegelal contenicndo la toxina para que ésta
actde, probablemente ¢l nivel de expresion de las toxina de BT por parte de Alfa 1y Alfa 2 no
fue la adccuada en cantidad o calidad para cvitar la formacién de galerfas o causar la muerte de
las larvas en forma més lemprana. A pesar de ello, Ja estrategia de obtencién de plantas
transgénicas que cxpresan ¢l gen truncado de la toxina de Bacillus thuringiensis fuc exilosa para
cl control de la polilla del tomate: si bicn daiadas, las plantas Alfa 1 y Alfa 2 sobrevivicron al
ataquc de las larvas, no asf las plantas [Tuinkul-MAG y Spunta control. Ademds las larvas que sc
alimentaron cn las plantas Alfa 1 y Alfa 2 no sc desarrollaron totalmente ya que no alcanzaron ¢l
estadio dc pupa.

Es importante recalcar que la aplicacion de los productos comerciales Biotrol Xk® y Biotrol
plus® (que conticnen esporas de la subespecie Berliner de BT) y ¢l producto comercial Dipel®
(que conticne esporas de la subespecic Kurstaki de BT) no tuvicron cfecto significativo sobre
larvas de Scrobipalpuloides absoluta (Meyrick) que infectaron plantas de tomate (Ripa, 1981;
Moore, 1983), siendo éste el primer trabajo que indica la susceptibilidad de cstc importante

insecto a la toxina dec BT.



D) Plantas resistentes a fosfinotricina por expresion del gen bar:

Scgtin Loyola Vargas y col. (1984), la utilidad de la estrategia que se basa cn la sobreproduccion
de la protefna blanco del herbicida no estd muy clara en ¢l caso de la glutamina sintctasa. Esto s¢
debe a que la conversion de mayor cantidad de glutamato en glutamina podrfa tener clectos
indescados en cl metabolismo del nitrégeno de la planta.

Scgiin De Block y col. (1987), ¢l uso de la estrategia basada en la introduccion de una forma
mutada dc la glutamina sintctasa que no es inhibida por el herbicida tampoco cs probable en este
caso: debido al rol fundamental dc csta protefna, una pequeiia modificacion de sus propicdades
cnziméticas podrfa dar lugar a muchos inconvenientes. Ademds, como sc trata de un mulifmero,
los complejos que se formen cntre las protefnas nativas y las mutadas podrfan ser igualmente
inhibidos por cl herbicida.

La introduccién de una ecnzima dctoxificante cs cntonces teéricamente la mejor estrategia para la
oblencidn dc plantas resistentes a fosfinotricina.

La planta AE2 producida por transformacién de Huinkul-MAG con un vector que lleva ¢l gen
bar bajo cl control del promotor PTR2', demostr6 ser resistente, no sélo in vitro sino también in
vivo a dosis de fosfinotricina m4s altas que las normalmente utilizadas para controlar malczas
(cntre 2,5 y 7,5 | Basta® / ha).

Se utilizaron (),5 litros de una solucién de 1 gramo de PPT por litro de agua para tratar un drca
de 0,5 m2; ésto cquivalc a 10.000 g PPT / ha. El Basta® comercial tienc 20 g PPT por cada 100
ml, por lo que la dosis utilizada correspondid a 50 | Basta® / ha. Es decir que s¢ demostré que la
planta AE2 resiste por lo menos una dosis 10 veces mayor a la normalmente utilizada para
controlar malezas a campo.

En cuanto al uso del gen bar como marcador de seleccion, sc han hecho curvas de

sensibilidad de plantas de Huinkul-MAG a la fosfinotricina in vitro. El hecho de que s¢

haya detcrminado quc una concentracién de 1,2 mg PPT/1 de medio de cultivo es

adccuada para distinguir una planta transgénica de una que no lo ¢s, no implica quc ésta

sea la concentraci6n justa a usar durante la regeneracion de plantas transformantes (como
marcador de scleccién), pero sf da una idea del orden con el que conviene empezar a

trabajar.

Esle gen resulta de particular utilidad cuando se trata de analizar la progenic de plantas
transgénicas. En tabaco, por cjemplo se hizo germinar toda la progenic a campo y sc la

trat6 con ¢l herbicida, observdndosc una tasa de 3:1 que indica que ¢l gen sc heredd

mendclianamente (De Block y col. 1987).
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Conclusiones



Sc ha logrado poner a punto la técnica de transformacion mediante ¢l uso de Agrobacterium
tumefaciens para introducir y cxpresar genes de interés agropecuario cn plantas de papa de un
cultivar de uso local, Huinkul-MAG.

Sc ha clonado y secuenciado ¢l gen de cdpside del virus del enrollamiento de la hoja (PLRV) de
un aislamiento local (de la provincia de Cérdoba). A pesar de la gran importancia ccondmica de
los daios causados por ¢l PLRV ¢n papa, es la primera vez que se reporta la seccuencia de un
aislamicnto latinoamericano de ¢ste virus.

Se han subclonado cstc gen con ¢l objetivo de construir un vector adecuado para la
transformacién mediante Agrobacterium, y sc han obtenido una gran cantidad de plantas de papa
transgénicas que expresan cl gen de cdpside de PLRV, con la idca de obtener asf resistencia al
virus, tal como sc ha descripto ya para éste y varios otros sistemas virus-planta. Resultados
preliminares indicaron que cn varias de cstas plantas transgénicas hay reduccion cn la
acumulaci6n de PLRV al ser infcctadas con dlidos que previamente sc alimentaron de plantas
con infeccién sccundaria de PLRV.

Se obtuvicron las plantas transgénicas Alfa | y Alfa 2. Estas plantas, que expresan parte del gen
dc la toxina de Bacillus thuringiensis, fucron capaces de restringir la formacion de galerfas y cl
desarrollo de las larvas de un insccto minador de hoja como la politla del tomate
(Scrobipalpuloides absoluta (Mceyrick)) frente al cual los métodos tradicionales de control
hasados en la misma toxina aplicada a campo demostraron ser incficaces.

Sc obtuvo la planta transgénica AE2 expresa el gen bar que codifica para la fosfinotricina acetil
transfcrasa (PAT), enzima que inactiva la [osfinotricina, componente activo de los herbicidas
totales Basta® y Bialaphos®. Sc¢ demostré que esta planta presentaba resistencia al herbicida
Basta® tanto in vitro como in vivo, a dosis de foslinotricina més altas que las normalmente

utilizadas para controlar malczas.
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Resumen



La papa es el cuarto cultivo en orden de importancia mundial luego del trigo, el maiz y el
arroz. El cultivo resulta seriamente afectado por virus, insectos y malezas que aumentan
los costos de produccion, reducen el rendimiento y la calidad y obligan al uso de
agroquimicos. La técnica de transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens
permite la transferencia de genes de interés agrondmico al fondo genético de los
cultivares apreciados por el productor sin modificacion del mismo. Se utiliz6 esta técnica
para la obtencion de plantas resistentes al virus del enrollamiento de la hoja (PLRV), al

ataque por larvas de la polilla del tomate y al herbicida total fosfinotricina.

1) Resistencia a PLRV por expresion del gen de la capside.

Para realizar el clonado del gen de capside viral, asi como también parte de los extremos
5'y 3' no codificantes aledafios a este gen, se amplifico el fragmento de interés por la
técnica de PCR usando RNA total de planta infectada como templado. Esto evita la
purificacion viral, que es particularmente dificil en el caso de PLRV que replica
solamente en células de floema y acompaiiantes. Se secuencio el fragmento en estudio,
encontrandose entre 89 y 53 % de homologias (a nivel de nucle6tidos) con las secuencias
de capsides de aislamientos recientemente publicados. Se construy6 un vector binario
recombinante, de manera que el gen de capside de PLRV quedara bajo la regulacion de
un promotor y un terminador adecuados para la expresion de este gen en plantas.
Utilizando la técnica de transformacion de hoja mediada por Agrobacterium previamente
puesta a punto para un cultivar de uso local (Huinkul-MAG), se obtuvieron 84 plantas
transgénicas. Se confirmé que algunas expresaban el mRNA de el gen de capside por
Northern blot. Asimismo, se hizo un ensayo de multiplicacion viral (cuantificada por
ELISA) en plantas transgénicas y control (sin transformar) infectadas mediante afidos
que previamente se habian alimentado en plantas de papa con infeccion secundaria de
PLRV.

2) Resistencia a insectos por expresion de la toxina de Bacillus thuringiensis (BT).

La plantas transgénicas Alfa | y Alfa 2 fueron el resultado de la transformacion del
cultivar Alfa de papa con un vector que lleva el gen que codifica para la toxina de BT
bajo el control de un promotor inducible por dafio. Se confirmé que el gen de interés

estaba integrado en el genoma por Southern blot, y que se expresaba por Northern blot.

154



Para determinar si las plantas Alfa | y Alfa 2 presentaban actividad insecticidda frente a
un lepidoptero minador, se hicieron ensayos de actividad biologica estudiando la
sensibilidad de larvas de polillas de tomate (Scrobipalpuloides absoluta Meyrik) frente a
la toxina que estas plantas, teoricamente expresan. A las dos semanas de la eclosion de
las larvas, se observaron galerias y larvas vivas tanto en las hojas de las plantas
transgénicas como en los controles sin transformar. Si embargo el dafio observado
(tamafio y numero de galerias) en las plantas transgénicas fue considerablemente menor
que el registrado en las plantas control. Asimismo el desarrollo de las larvas criadas
sobre plantas transgénicas fue menor que el observado en las plantas control ya que no
alcanzaron el estadio de pupa, y por lo tanto tampoco el de adulto, lo que si ocurrio
normalente en las plantas control.

3) Resistenicia a fosfinotricina (PPT, principio activo del herbicida total Basta®) por

expresion de una enzima detoxificante.

Se obtuvo una planta transgénica (Ilamada AE2) que expresa el gen har que codifica
para una enzima capaz de inactivar a la fosfinotricina por acetilacion. AE2 presentd

resistencia a fosfinotricina tanto in vifro como in vivo.

PPk D5 LAas,
ppeain o2 T
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