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Abreviaturas:

AIMV: virus del mosaico dc la alfalfa.

BYDV: virus dcl cnanismo amarillo dc la cchada.

BWYV: virus dcl amarillamicnlo dc la remolacha.

CMV: virus del mosaico del pepino.
EDTA: ácido clilcndiamino lclracólico.

GUS: enzima B-glucuronidasa.
kDa: kilodallon.

Km: sulfato dc kanamicina.

kph: kiloparcs dc bases.
LB: medio dc Luria- Dclbruck.

MOPS: ácido 3-(N-morfolino) propano sulfónico.
NC: no codificanlc.

nl: nuclcólido.

()RF: marco ahicrlo dc lectura.

PCR: reacción cn cadena dc la polimcrasa.

ph: pares dc hascs.

PLRV: virus dcl cnrollamicnlo dc la hoja de papa.
SDS: dodccil sulfalo dc sodio.

TEV: virus dcl grabado ("clch") del tabaco.
TMV: virus dci mosaico del tabaco.

TRlS: hidrnx' "' ' .mol....u_

X-Glu: ácido 5-bromo-4-cloro-BD-Glucurónico.
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A) EL CULTIVO DE PAPA:

La papa es el cuarto cultivo en orden de importancia mundial luego del trigo, el maíz y el

arroz (Ross 1986). Es un cultivo originado en Sudamérica donde se cultiva desde 200

años antes de Cristo (Scott, ¡976). El consumo en la Argentina alcanza los 75 kg per

capita por año. Se cultivan aproximadamente ¡00.000 ha (en algunos lugares hasta dos

veces al año) no solamente en el sur de la Provincia de Buenos Aires, sino también en

Mendoza, Córdoba y Santa Fé para satisfacer esta demanda interna. Algunas regiones

(Malargüe, Catamarca, Tafï del Valle) se han especializado no en la producción de papa

para consumo, sino en la multiplicación de papa para semilla aprovechando condiciones

ecológicas específicas. Las variedades de papa más 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 patógenos, insectos y malezas que aumentan

los costos de producción, reducen el rendimiento y la calidad y obligan al uso de

agroquímicos que contaminan el ambiente y afectan al ecosistema.

Entre las enfermedades económicamente más importantes se encuentran las virosis.

Debido a que los perjuicios ocasionados por las enfermedades virales en papa se

producen en la infección secundaria y los síntomas en la infección primaria son suaves y

por Io tanto dificiles de detectar, estas enfermedades están ampliamente distribuidas en

las zonas donde se cultiva papa.

Las infecciones virales producen pérdidas económicas significativas de dos formas:

a) directas, a través de una disminución del rendimiento

b) indirectas, a través de un incremento en los costos de producción de papa-semilla libre

de virus y limitaciones en la exportación de material enfermo.

Estas últimas se deben a que las papas se multiplican clonalmente sembrando tubérculos

o trozos de tubérculos. Este método de propagación favorece la transmisión y

diseminación de los patógenos almacenados. Actualmente el control es muy costoso pues

se basa fimdamentalmente en la siembra de material sano (fiscalizado y certificado) y en

prevenir la introducción de virus de fiientes externas (Johansen y col. 1984). La

producción y distribución de material vegetal libre de virus forma, por lo tanto, la base

de las medidas de control. El costo de producción que agrega este método de control

puede estimarse si se tiene en cuenta que la producción y multiplicación de papa-semilla

de sanidad controlada es una actividad específica que por sí sola alcanza valores de uSs

25 millones por año en la Argentina.



Una solución para disminuir los costos de este control es la utilización de variedades

resistentes. El mejoramiento por incorporación de genes de resistencia ha sido intentado

para la mayoria de los virus de importancia económica. Sin embargo, la obtención de

nuevos cultivares se ve dificultada por la complicada genética dela papa (es un

tetraploide), la dificultad de algunos cruzamientos interespecíficos con las especies que

poseen los genes de resistencia y el tiempo que llevan los retrocruzamientos. La

adopción de las nuevas variedades mejoradas, por otra parte, no es fácil debido a que los

genes de resistencia suelen estar ligados a otros que confieren características 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

híbridos que combinan características deseables en forma epistática, de modo tal que se

pierden en los cruzamientos y resulta muy dificil reconstruir nuevamente el híbrido

original).

Las técnicas de ingeniería genética como la transferencia de DNA mediada por

Agrobac/erium Iumefaciens 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 AQROBACTERIUM TUMEFACIENS:

B l) El plásmido Ti:

Mas de 80 años atrás, Smith y Townsend (1907) publicaron un articqu en donde presentaron

evidencias de que la bacteria hoy llamada Agmhacrerium rumefaciens es el agente causal de la

agalla de corona, enfermedad neoplástica, ampliamente distribuida.

A partir de allf, un gran número de cientificos localizaron su atención en este microorganismo y

estudiaron los mecanismos moleculares del proceso de inducción de la agalla de corona.

Un avance clave se produjo hace unos ¡8 años, cuando se descubrió que las cepas virulentas de

A. rumefaciens poseían un megaplasmido que contcnl'a genes involucrados en la inducción (le la

agalla (Zaenen y col. ¡974). Debido a su rol en la inducción de tumores en plantas, este plasmido

fue llamado Ti (inductor de tumores).

Las células de las agallas de corona son tumorales, es decir que son capaces de proliferar

autónomamentc en la ausencia de las litohormonas (auxinas y citoquininas) requeridas para cl

crecimiento de las células de plantas normales. Otra caracteristica de estas células es que

producen y excretan derivados de azúcares y aminoácidos que no son sinteti7ados por las celulas

normales (Tempe y col. ¡982). Estos compuestos especificos de tumor son llamados opinas. Uno

de los primeros compuestos caracterizados lue la octopina, un producto formado por la

condensación de arginina con acido pirúvico. El tipo de opina formado por las células de las

agallas de corona dependen de la cepa infecciosa de Agrobacrerium. Así, las distintas cepas

pueden ser clasificadas, según el tipo de opinas que produman los tumores causados por ellas,

como cepas del tipo octopina, nopalina, succinamopina o leucinopina.

El hecho de que las células de la agalla de corona dilieran de las normales en estas dos

características, motivó la búsqueda de DNA de Agrobacterias en las células de la agalla. Usando

el método de Southern, se encontró que las cepas con plásmidos del tipo de octopina, eran

excepcionales ya que dos segmentos del plásmido Ti se transferlan a las células de manera

independiente. Uno de estos pedazos, el TL DNA resultó ser oncogónico para la celula. El otro

segmento, el TR no tenía propiedades oncogénicas. TR estaba invariablemente presente en las

células de la agalla de corona producidas por plásmidos del tipo octopina. En todos los casos el
T-DNA se hallaba en el genoma nuclear de las células, y nunca ausente o en organelas. Se

encontró que el T-DNA corresponde a un segmento preciso del plásmido Ti, y que no ocurren

permutaciones en su integración en el genoma de la planta. La secuenciación de las regiones T

de distintos plásmidos Ti demostró que estas regiones estan bordeadas por una repetición directa

de 24 ph. Como ninguna línea tumoral contenía secuencias originalmente por afuera de estas



repeticiones directas, fue lógico asumir que estas regiones repetidas funcionaban como señales

de reconocimiento para el aparato de transferencia.

El T-DNA contiene una serie de genes que se expresan en las células transformadas. Estos genes

son reconocidos por factores de transcripción de la planta. Mediante análisis de secuencia se

demostro que, efectivamente, estos genes bacterianos tienen señales dc expresión cucariotas,

como por ejemplo secuencias consenso del tipo TATA "box" para la iniciación de la

transcripcion y AATAAA involucradas con la terminación de la traducción y la poliadenilacion.

Además de estas secuencias comunes los genes codificados en el T-DNA tienen secuencias

regulatorias específicas que difieren de gen en gen y que hacen que su nivel de expresión sea

controlable por compuestos específicos de tejidos o señales específicas como las litohormonas.

A pesar de esto, la expresion esta también influida por las secuencias cromosómicas vecinas.

Este efecto de posición puede incluso producir un silenciamiento completo de los genes. Las

bases moleculares de este fenómeno son desconocidas pero se cree tienen que ver con la

estructura de la cromatina en el sitio de inserción. llan habido intentos para corregir los efectos

de posición en plantas. Se han aislado regiones cromosómicas de anclaje al esqueleto nuclear

("nuclear scaflold attatchement regions") de plantas (Hall y col. |99|) y recientemente se

demostró que el DNA que contiene estas regiones puede corregir los efectos de posición de

genes reporteros cn plantas transgénicas (Brcyne y col. |992).

La expresión (le los genes del T-DNA esta, además, influida por la metilación del DNA, dado

que el tratamiento de líneas en donde estos genes no se expresan con agentes demetilantcs como

la 5-a7acitidina pueden recuperar la expresion génica (van Slogteren y col. ¡984).

La integración del T-DNA ocurre al a7ar en el genoma, por recombinación ilegítima en zonas

cortas de homologfa y es acompañada por delesiones pequeñas (de entre 29 y 73 pb) en el sitio

de inserción. Las regiones transcripcionalmente activas son "preferidas" debido a que son mas

accesibles a la invasión por DNA exógeno debido a la desorganimción de los nucleosomas y

otras estructuras de la cromatina (Zambriski, 1992).

En el T-DNA hay genes involucrados con la síntesis de opinas y con el crecimiento en ausencia

de litohormonas. Por mutagónesis en plasmidos de octopina se vió que cn Ia región TR habla

genes responsables dc la produccion dc agropina y mannopina mientras que un gen de la región

TL era necesario para la formación de octopina.

Mutaclones en 3 loci de la región TL dieron lugar a cambios en la oncogenicldad. Dos de estos

genes fueron llamados genes aux y el tercero cyr. Los mutantes aux inducian tumores "tallosos".

Más tarde se los llamó rms (por "tumor morphology shoot") o shi (por "shoot inhibition"). La

expresión de los genes aux en E. coli reve|ó que juntos mediaban una vía dc síntesis de la auxina

ácido indolacetico (AlA). La proteína codificada por el gen aux] es una mono-oxigenasa capaz

de convertir triptofano en indolacelamida (lAM), por loque ahora se llama iaaM a este gen



(Thomashow y col. ¡986). La enzima codificada por el gen aux2 tiene actividad hidrolasa y es

capaz dc convertir lAM en AlA. Ahora se lo llama gen iaaH (Schrüder y col. 1984). Esta vfa de

síntesis de AIA no ocurre normalmente en plantas.

El mutante cy! formaba tumores "raizosos". Más tarde se lo llamó gen tmr (por "tumor

morphology root") o mi (por "root inhibition"). La expresión del gen (¿vren E. mii demostró que

la proteina codificada por este gen era la isopcntenil-transferasa, (Barry y col. ¡984), enzima

capaz de catalilmr la formación de citoquinin isopentenil-AMP a partir dc isopentenil­

pirofosfato y AMP. Es por eso que al gen cyt se lo llama actualmente ipt.

La sobreproducción de una auxina y de una citoquinina es la responsable de la proliferación de

las células de la agalla de corona.

Además de los genes mencionados, la región TL de los plásmidos de octopina contiene algunos

genes de función desconocida. La inactivación de estos genes no afecta la oncogenicidad de la
bacteria.

Uno de estos genes, el 6” tiene un efecto oncogenico solo en ciertas especies, aun en el caso en

que no esten presentes otros genes del T-DNA. Otro de estos genes, el 5 codifica para una

enzima capaz de formar ácido indol-láctico, que es un inhibidor de la respuesta a auxinas y por

lo tanto un modulador de los efectos de un exceso de auxina (Hooykaas y col. 1992).

Las regiones T de los plásmidos Ti de suceinamopina, nopalina y leucinopina llevan genes ipt,

iaaH e iaaM relacionados con aquellas de los plásmidos tipo octopina.

B 2) Colonización genética:

El proceso de inducción de la agallas de corona consiste en un número de pasos discretos y
definidos:

Tanto para permitir la entrada de las bacterias como para que se induzca el sistema de virulencia

de las mismas, es necesaria la herida de la planta (Braun y col. 1947) (ver sección C 3. 2). Las

bacterias multiplican en la savia y se pegan a las paredes de las células en la herida (Lippincott y

col. 1969). A continuación el T-DNA es transferido y expresado en las células de la planta aun

antes de la integración (Janssen y col. ¡989), luego de la cual, los niveles de expresión del T­

DNA son mantenidos a un nivel estable dependiendo del lugar de inserción. Debido a las

continuas divisiones desencadenadas por los altos niveles de auxinas y citoquininas aparecen los

típicos tumores (agallas de corona) que consisten en una mezcla de celulas transformadas

(conteniendo T-DNA) y normales (van Slogteren y col. |983).

Los genes del catabolismo de opinas están localimdos en el plasmido Ti. Las opinas actúan

indueicpdo los genes que las cataholiïan y activando el sistema de transferencia conjugativa del



plásmido Ti (Klapwijk y col. 1978; Tempe y col. ¡982). Como consecuencia, este plásmido está

ampliamente distribuido en la naturalem.

Como las Agrobactcrias inducen a las celulas de la planta a producir compuestos que únicamente

ellas son capaces de catabolizar y lo hacen por medio de ingeniería genetica, este proceso ha sido

llamado colonización genetica.

B 3) Mecanismos moleculares dela transferencia del T-DNA:

B . l enes de virulencia:

Por medio de análisis genéticos se demostró que además de los genes nm.‘(ipr, ¡aaM e iuall)

presentes en el T-DNA hay una gran cantidad de genes involucrados en la tumogenicidad que

están ubicados en el cromosoma de Agmbmflerium sp. (genes Chv)o en un segmento de 40 Kb

llamada región de virulencia (genes vir) del plasmido Ti. Por introducción del T-DNA en celulas

de plantas por transferencia directa, se encontró que el T-DNA por sf mismo es suficiente para

provocar la transformación de celulas normales a celulas tumorales (Krens y col. ¡985). Esta fue

la primer evidencia que los genes chv y vir no cumplían un rol esencial en la oncogenicidad sino

que determinaban cl aparato necesario para la transferencia in vivo del T-DNA de

Agrobacrerium a la célula de la planta.

Cth y ChvB son necesarios para que las Agrobactcrias se peguen a las celulas de la pared de la

planta. El gen ChvBcodifica para una proteína de 235 kDa involucrada con la formación de [3­

1,2 glucano cíclico mientras que hay evidencias de que cth determina una proteina (le

transporte del B-l,2 glucano al periplasma. Mutaciones en otro gen, el ¡2.ch o exnC también dan

lugar a bacterias que no producen beta-1,2 glucano. Esto podria indicar un rol del beta-1,2

glucano en la fijación de la bacteria a la pared celular. Sin embargo la adición de B-l,2 glucano a

estos mutantes no restaura la formación de tumores. Recientemente se demostró que los

mutantes chv carecen de la proteina rhicadesina que podria estar involucrada con la fijación a la

pared celular, dado que la adición de esta proteina a estos mutantes restaura parcialmente la

habilidad de inducir tumores (llooykaas y col. ¡992).

La región vir de los plásmidos de octopina contiene 24 genes distribuidos en 8 operoncs

llamados virA - virH que están corregulados, y por lo tanto forman un regulón. Se ha

establecido la secuencia completa de la region vir de los plásmidos de nopalina y (le octopina

(Hooykaas y col. ¡992).

B .2 ulaci ndel s cnc de virule 'ia:



Con la excepción de los genes vip-Ay vir G los operones vir no son transcriptos durante el

crecimiento vegetativo normal (Stachel y col. l986a). Una de las etapas mas tempranas en el

proceso de inducción de tumores, consiste en la activación coordinada del sistema de virulencia

cuando una bacteria esta cerca de tejidos vegetales heridos y sensa los factores exudados por las

celulas. Los genes chv se expresan constitutivamente. Los genes vír. en cambio, permanecen

silenciosos hasta que son inducidos por ciertos factores de la planta identificados por Stacth

como compuestos fenólicos llamados acetosiringona y alfahidroacetosiringona (Stachel y col.

l985). Estos compuestos se liberan del tejido de la planta herido. Otros compuestos fenólicos

liberados son precursores de la síntesis de lignina como el ácido y el alcohol sinapfnico

(Melchers y col. 1989; Song y col. l99la). Se vió que flavonoides conocidos como inductorcs

nod en Rhizohium pueden actuar también como inductorcs vir (Zerback y col. 1989).

Distintos fenoles substituidos son responsables de la inducción de los genes vir en diferentes

especies o tejidos dentro de un misma especie. Por ej. la a-acetociringona es el inductor más

importante producido por Solanáceas como tabaco, tomate y papa. En otras especies los ácidos

benzoico o cinámico son los inductorcs de estos mismos genes (Song y col. l99la; Spencer y

col. |99|). Las celulas de trigo en suspensión liberan etilferulato como inductor (Messens y col.

¡990). Algunas otras plantas producen compuestos inhibidores de la inducción vir (Sahi y col.

1990). La inducción del sistema vir puede ser cuantificada utili7ando cepas indicadoras que

llevan un promotor de un gen vir ligado a un gen indicador como el lac Z (codifica para la B

galactosidasa) de E. coli. La actividad de esta enzima es fácilmente medible utili7ando substratos

como el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-d-galactopiranósido (X-gal) que libera un compuesto

coloreado luego de la acción de esta enzima. Usando esta estrategia, se vió que para obtener una

optima inducción de los genes vir, se deben cumplir ciertas condiciones:

a) El pH del medio debe ser entre 5 y 6.

b) La temperatura debe ser entre 20 y 30 "C.

c) Se debe evitar la presencia de extracto de levadura en el medio.

d) Debe haber un alto contenidos de azúcar en el medio. Este requisito es especialmente

importante cuando escasean los compuestos fenólicos antes mencionados. El inositol (Song y

col. l99lb) y azúcares no catabolizables como la d-glucosa y la 6-deoxi-d-glucosa tienen efectos

estimulatorios sobre la inducción de estos genes (Shimoda y col. ¡990).

El nivel máximo de estimulación del sistema vir, también varfa para las diferentes cepas de

Agmhar'terium.

En presencia de compuestos fenólicos, dos proteínas codificadas en la región de virulencia, Vir

A y Vir G, median la activación de todos los demas genes vir Por analisis de secuencias se vió

que los genes vir/l y vírG tenfan homologfa con sistemas regulatorios de dos componentes como

por ej. envZ-ompR, nrrB-nrrC, (¡NB-(MD (Nixon y col. l986). En este sistema de dos



componentes la proteína tipo Vir A sensa señales específicas (en el caso de Vir A compuestos

fenólicos), y Vir G es una proteína capaz de unirse a DNA.

Estudios realizados en otros sistemas similares, mostraron que la proteína sensora puede

fosforilarse y. luego ser capaz de fosforilar a la proteína acompañante. La proteína Vir A esta

presente en la membrana interna de la bacteria; por lo tanto está en la ubicación teóricamente

apropiada para sensar los compuestos fcnólicos directamente. Se analizó la topología de Vir A

en más detalle haciendo fusiones con la proteina PhoA (fosfatasa alcalina) de E. ('nli. Esta

enzima se activa luego de atravesar la membrana interna de la bacteria. Como se obtuvo

actividad de fosfatasa alcalina fusionanado PhoA con la zona predicha como dominio

periplasmico de VirA, estos experimentos sustentaron un modelo por el cual la protefna Vir A

tiene un extremo amino terminal citoplasmático, una región alfa hélice transmembrana

hidrofóbica, un dominio periplasmico, un segundo dominio hidrofóbico de a-hólice

transmembrana y un largo dominio C-terminal citoplasmático. lnesperadamente se encontró que

el receptor para acetosiringonas no estaba en el dominio periplasmático sino en el segundo

dominio transmemebrana de Vir A. Como las acetosiringonas son compuestos lipoft'licos,

podrían atravesar fácilmente la membrana interna de la bacteria. Dentro de este dominio

transmemebrana se encontraron zonas ricas en cistel'na y serina que están presentes en receptores

de mamíferos que también se unen a compuestos fenólicos (Fraser ¡989). Con respecto al

dominio C-terminal citoplasmático, se encontraron aqul homologfas con varias proteínas

sensoras. Este dominio puede actuar como autoquinasa, fosforilándose a sf mismo en un residuo

histidina conservado. La proteína fosforilada es capaz de transferir su fosfato a un residuo

aspartato conservado en la proteína Vir G in virrn (.lin y col. ¡990). Es probable que esta

fosforilación de Vir G estimule su unión a los promotores de los genes vir en el núcleo, como

dfmero o multfmero (Pazour y col. ¡990). La proteína Vir G tiene un bolsillo acl'dico donde

ocurre la fosforilación, similarmente a lo que ocurre cn la proteína Che Y de E. coli. El extremo

C-terminal es capaz de unirse al DNA.(llooykaas y col. l992).

B Pr esamient del T-DNA transf r ncia:

Luego de la inducción del sistema vir, se pueden detectar en Agmhacrerium moleculas de simple

cadena llamadas hebras T que representan la hebra de abajo de la región T del plasmido Ti

(Stachel y col. l986b). Con menor frecuencia se encuentran hebras T de doble cadena (Steck y

col. ¡989). La formación de ambos tipos de moleculas depende de la actividad de dos proteínas

VirDl y VirD2 que están codificadas por el operón virD de la región vir (Yanofsky y col. ¡986).

Estas proteínas juntas tienen actividad endonucleasa capaz de cortar una hebra en los bordes

repetidos del T-DNA. Estos cortes actúan como punto de partida para la síntesis de DNA (en



dirección 5' 3'). La hebra de simple cadena se libera por desplazamiento. Allernativamente estos

cortes pueden ser usados por sistemas de recombinación para disociar la región T (en forma de

doble cadena) con baja frecuencia. Hace tiempo se observó que la deleción del borde derecho

abolfa completamente Ia transferencia (()oms y col. l982), mientras que la deleción o mutación

del imuierdo sólo causaba una disminución en la frecuencia de la transferencia (Hille y col.

1983). Esta polaridad en el sistema concuerda con la posibilidad de la formación de la hebra T

por desplammiento luego de una síntesis de 5' a 3' desde el borde derecho al borde izquierdo.

Ante la ausencia del borde derecho, la sintesis no podria comenzar mientras que el proceso de

terminación podría ocurrir, aunque no este el borde izquierdo. Para la formación de moleculas de

doble cadena por recombinación, ambos bordes serl'an igualmente importantes. Por Io tanto la

reeombinación aparentemente no está involucrada con la formación de intermediarios de T­
DNA.

La siguiente pregunta a contestar fue porqué la región a la izquierda del borde i7quierdo no se

transfiere con alta eficiencia a las celulas de plantas. Se encontró que los bordes izquierdos son

mucho menos eficientes para actuar como sitios de iniciación de Ia síntesis de DNA. La

diferencia en la funcionalidad de los bordes izquierdo y derecho no se debe a pequeños cambios

en las secuencias de los bordes repetidos sino a la presencia de un "enhancer" cercano al borde
derecho. A este "enhancer" de la transferencia del T-DNA se lo llama "overdrive". Como todo

"enhancer" funciona en ambas orientaciones y a diferentes posiciones y distancias del borde
derecho. La delesión de este "enhancer" causa una disminución drástica de la virulencia. Se halló

que la proteína VirCl se une específicamente a este "enhancer" (Hooykaas y col. ¡992).

Las moleculas de T-DNA de simple cadena no entran desnudas al citoplasma de Ia celula

vegetal, sino que tienen a la proteína VirD2 covalentemente unida al extremo 5', haciendolo

menos vulnerable al ataque por exonucleasas (Dürrenberger y col. 1989). Además, esta proteína

podría actuar como piloto dirigiendo a l T-DNA al núcleo. La proteina VirEZ es una proteína

capaz de unirse cooperativamente a DNA de simple cadena, cubriendo al T-DNA formando

filamentos de nucleoprotelna (Citovsky y col. 1989). Sin embargo nunca se hallaron estos

complejos en citoplasmas de las celulas de plantas.

El resto de las proteinas vir no están involucradas ni en la regulación de la expresión ni en la

formación de la hebra T. De ellas, sólo las codificadas por el operón B son esenciales para la

virulencia. El locus virB contiene l l genes. La mayoría de las proteínas codificadas por estos

genes están locali7adas en membrana. Varios autores sugirieron que podrían formar una

estructura a través de la cual el T-DNA ingresarfa a la celula (Ward y col. [990). El gen virB/I

tiene un sitio de unión al ATP, y la proteína tiene actividad ATPasa. Por lo tanto podría estar

involucrado en proveer la energía necesarlu para la transferencia (Hooykaas y eol. l992).



Los plasmidos de octopina y de nopalina tienen genes vir accesorios que son específicos para

cada uno de ellos y afectan el rango de huésped para la formación de tumores. En los plásmidos

de octopina estos son virF y virH, y en los plasmidos de nopalina es el gen rav. Este último gen

codifica para una enzima involucrada en la produccion de una citoquinina, la trans-zeatina

(Beaty y col. ¡984). El operón viril contiene dos genes que codifican para proteínas similares a

las enzimas dc citocromo P450 (Kancmoto y col. |989). Estas proteínas tendrían un rol cn la

detoxificación de ciertos compuestos vegetales que afectan el crecimiento (leAgrolmclerimn. El

opcrón virF codifica para una protcl'na de 23 kDa que no tiene homologfa con ningún gen

sccuenciado hasta el momento (Melchers y col. 1990).

B 4) Transformación por Agrobaclerium:

B 4. “Generalidades.

A partir dc ¡983, cuando Fraley y col. informaron la obtención de plantas de tabaco y petunia

transgénicas, ha habido una cantidad de trabajos detallando la transferencia de genes foráneos a

una cantidad creciente de especies de plantas.

El sistema derivado de Agrobacterium Iumefaciens ha sido utili7ado para la transformación de

varias dicotiledóncas como tabaco, papa, pctunia, tomate, etc. Existen especies que no son

susceptibles a la infección y posterior transformación mediada por Agrobacrerium. Según

Potrykus, la característica crftica para que una especie sea transformada por Agrohaderium, es cl

tipo de respuesta a heridas desarrollado por la planta (Potrykus |99|). Así, algunas

monocotiledóneas que responden a las heridas con proliferación y desdifercnciación de células

en la región dañada como Asparagus (monocotiledónea) pudieron ser transformadas.

Inversamente, dicotiledóncas que responden con muerte celular cn las zona herida son

rcfractarias a la transformación. Las dificultades para utili7ar los sistemas derivados de

Agrobacterium en la transformación de cereales, condujeron al desarrollo de técnicas de

transformación basadas en la transferencia directa de genes (Klein y col. ¡987). En algunos casos

(Bidney y col. 1992), lo más efectivo fue una combinación de ambos tipos de tecnicas

(transformación por Agrobacterium de tejido previamente bombardcado).

A continuación se describen los vectores, las cepas y los explantos que se utilimn en el sistema

de transformación mediante Agrobacrerimn, y luego se hace una breve descripclón de las etapas

del método, las que se esquemati7an cn la siguiente figura.
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los que se hacen todas las manipulaciones genéticas (clonado del gen (le interés y del gen

marcador de selección bajo el control de promotores y tcrminadores adecuados, etc.). Luego

estos genes son transferidos al plásmido 'l‘i de Agru/ulr'h'rimn, mediante conjugación o metodos
directos.

Todos los vectores de transformación tienen características comunes impuestas por los

requerimientos de Agrohar‘lerimn:

a) Como ya se mencionó, el T-DNA esta delimitado por repeticiones directas imperfectas de 25

pares de bases. No se requiere ningún otro elemento en cis para causar la escisión y transferencia

del T-DNA. Un vector de transformación debe, por lo tanto incluir al menos un borde, o ser

capaz de cointcgrar en otro plasmido Ti de manera de quedar acotado por dos bordes.

b) Todos los vectores llevan un marcador de selección en bacterias esencial para la introducción

del vector en Agmbacferium. Un marcador de selección es un gen que codifica para una proteína

capaz de inactivar un determinado agente selectivo.

c) Todos incluyen también, un marcador de selección en plantas, para permitir sólo el

crecimiento de aquellas células transformadas. Los marcadores de selección se basan en la

sensibilidad de las celulas de plantas a antibióticos y herbicidas. La expresión de genes que

codifican para enzimas capaces de dctoxificar tales compuestos en las células, las hacen

resistentes. Se construyeron genes quiméricos en donde la secuencia codificante de una enzima

detoxilicante está bajo el control de señales de expresión en plantas (promotores 358, 19 S,

NOS, OCS etc., tcrminadores NOS, etc.). Uno de los marcadores mas ampliamente utilizados es

el gen de la enzima bacteriana neomicina fosfo transferasa ll (NPT ll Bevan y col. ¡983). Esta

enzima losforila aminoglucósidos como kanamicina, neomicina y G 418, inactivándolos. ()tros

marcadores de selección útiles en plantas son el gen que codifica para una foslotransferasa que

confiere resistencia a higromicina (van den Elzen y col. 1985), un alclo del gen que codifica para

la dihidrot’olatoreductasa de ratón, que es 200 veces menos afín al metotrexate que el gen salvaje

(Eichholtz y col. 1987). ()tro marcador de selección utilizado es el gen bar de .S'rreprmnyces

hygrnscopicus que confiere resistencia a t'osl'inotricina, presente en los herbicidas comerciales

Basta® y Bialaphos® (De Block y col. |987). Ver sección E l.

Un buen agente selectivo debe arreslar el crecimiento, o matar a las células vegetales lentamente,

ya que las células no transformadas muertas, liberan al medio una variedad (le compuestos

tóxicos que impiden el crecimiento y/o diferenciación de las células transformadas.

Algunos vectores incluyen también un gen indicador ("reporter"), es decir un gen que codifica

para una enzima que no esta presente en la planta y cuya actividad es fácilmente medible. Es

deseable, además que la actividad del gen indicador se mantenga cuando está fusionado a otra

proteina en su extremo amino terminal, para permitir el estudio de la traducción y del



procesamiento durante cn el transporte de proteínas. Es conveniente que la en/íma indicadora

sea detectablc en ensayos hisloqufmicos para localizar Ia actividad en tipos celulares particulares.

Se han usado mas de seis genes indicadores en estudios de plantas superiores (Jefferson ¡987 b).

Estos incluyen la B-galactosidasa de E. coli (gen lacZ), la cloramfcnicol acctil transferasa

(CAT), Ia neomicina fosfotransferasa (API-l3'll, NP’l‘ll), Ia nopalina sintclasa (NOS). la

oclopina sintetasa (OCS) y la luciferasa de luciernaga.

Dado que en casi todos los tejidos de plantas hay galactosidasas, el gen IurZ no es un buen

indicador en plantas. Los problemas asociados con la actividad endógcna, fueron solucionados

usando los genes que codifican para la nopalina sintclasa y la oclopina sintclasa codificadas en el

plasmido Ti. Sin embargo las ensayos de actividad dc estas dos enzimas son difíciles de

cuantificar y, ademas la oclopina sintclasa no tolera fusiones amino terminales. Los genes

indicadores más usados pasaron a ser entonces los genes que codifican para las enzimas

bacterianas cloramfcnicol acetil transferasa y neomicina fosfo transferasa. Los ensayos para estas

dos enzimas son relativamente difíciles, costosos y sufren de actividades cndógenas variables en

plantas (generalmente causadas por enzimas de amplia especificidad de sustrato). En cuanto a la

enzima luciferasa, es labil y difícil de ensayar con exactitud.

l ¡En l987a) y b) Jefferson, describió el uso del gen uirlA que codifica para la B-glucuronidasa

(GUS) de E. mii como gen indicador. Esta enzima calaliza la hidrólisis de una cantidad de

glucurónidos. Sus substratos consisten en ácido D-glucurónico conjugado a través dc una unión

B-O-glicosfdica con virtualmente cualquier aglicona. Debido a la robustez de la enzima, a la

simplicidad de su ensayo y a la variedad de substratos disponibles, el gen nidA es el indicador

más usado en la actualidad. Se trata de una enzima estable. Tolera la presencia de varios

detergentes y condiciones iónicas. No requiere cofactores. Actúa a cualquier pH fisiológico. No

hay actividad Bglucuronidasa cn plantas superiores. Además la enzima puede tolerar grandes

adiciones amino-terminales. No obstante estar el gen bajo el control de promotrores de plantas,

hay observaciones no publicadas que indican que puede haber transcripcion de este gen a partir

de promotores bacterianos del plásmido Ti de Agrnhucrerimn. Para solucionar este

inconveniente, Vancanneyt y col. (1990), interrumpicron el gen "¡r/A con un intrón (segundo

intrón del gen ST-LSl de la papa) que contiene codones de terminación en los tres marcos de

lectura posibles, de manera de suprimir la expresión a partir de agrobaclerias (las que no pueden

procesar el intron). Las plantas transgénicas eliminan el intrón y expresan el gen uidA. Es decir

que al detectar actividad GUS podemos asegurar que se trata de expresión de la [lglucuronidasa

en las células dc la planta transformada y no de expresión a partir dc las bacterias que se usaron

para transformar, cuyo crecimiento es controlado pero no eliminado por el antibiótico
cefotaxime.



Por las razones expuestas se decidió el uso de un vector que contiene el gen Mir/Ainterrumpido

por un intrón como gen indicador para los experimentos de puesta a punto de la transformación

de papa por el sistema de Agr‘nluu'lerimn.

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

Los vectores de cointegración fueron desarrollados por Van Haute y col. en ¡983. Poseen una

zona de homologfa con el plásmido Ti residente en Agrnhuc'lm'ium. El plásmido intermediario es

transferido a Agmbucrerimn, donde no puede replicar. Por un único evento de enlrccruzamiento

en la zona de homologfa, el gen de interes (llevado en el plásmido intermediario) se integra en el

plásmido Ti y queda acotado por los bordes de 25 pb requeridos para la subsiguiente

transferencia del T-DNA a la planta, durante el cocultivo. Debido al requerimiento de

homologfa, cada vector es capaz de integrarse en uno o pocos plásmido Ti diferentes, lo que le

quita versatilidad al sistema. Sin embargo, luego de la cointegración, el plásmido es estable en

Agrohacterium. En el vector pGV3850, los genes (mc del plásmido C58 fueron reemplazados

por secuencias de pBR322. Asf, cualquier plásmido derivado de pBR322 puede cointegrar en

pGV3850.

Los vectores binarios fueron desarrollados por An y col. en ¡985. Contienen orfgenes de

replicación de un plásmido de alto rango de huésped, de manera que pueden replicar

autonómamente tanto en E. (,‘nlicomo en virtualmente todas las cepas de AgrnImcm-imn. Para

que ocurra la transferencia de DNA, la cepa de Agmharrvrium receptora debe contener un

plasmido Ti que aporte las funciones vir en ('Í.\'.Estos vectores transforman Agrolmcrerium con

una alta frecuencia, dado que no se requiere cointegración para su mantenimiento en

Agmbacterium: el l0% de los exconjugantes de la cepa receptora contienen el vector binario.

Esto significa de un 100% a 4 o 6 Órdenes de magnitud más que la tasa de formación del

cointegrado. Además, no hace falta confirmar la integración correcta por Southern, como en el

caso de los vectores de cointegración.

Los plásmidos Ti y Ri salvajes son capaces de transferir a una célula de la planta genes que

codifican para enzimas que intervienen cn la síntesis de auxinas y citoquininas. Obviamente, las

celulas transformadas que produzcan altos niveles de hormonas van a ser incapaces de regenerar

y dar lugar a plantas enteras. Por lo tanto, los plásmidos Ti y Ri usados para transformar son

desarmados, es decir se les quitan los genes los genes nm‘ responsables del fenotipo tumoral.

B 4. 'l cultiv :

Se hiere el explanto a transformar con un bisturí y se lo coloca en un medio de cultivo, durante

un tiempo variable, con Agrobm'terium. Durante esta etapa se inducen los genes vir del plásmido

Ti o Ri de Agrohacrerimn, las bacterias se fi_iana las células de la planta (especialmente sobre el



borde herido del explanto), y ocurre la transferencia del T-DNA, tal como ya se describió en

detalle en las secciones previas. El paso clave de esta etapa es lograr una buena inducción de los

genes vir, mediante un medio de cultivo apropiado.

Algunos de los protocolos de transformación descriptos usan una capa de celulas alimentadoras

de tabaco o de la misma especie que se desea transformar durante la etapa del cocullivo.

B 4. 4 Re eneración de las celulas transformadas:

Una vez finalizado el cocultivo, los explantos se transfieren a medio de regeneración selectivo.

Este medio contiene cefotaxime para controlar el crecimiento de Agrolmclerium, el antibiótico

adecuado para seleccionar aquellas celulas transformadas, y las hormonas necesarias para inducir

la regeneración de estas celulas.

Esta etapa es el cuello de botella de todo el proceso: el entorno para la regeneración es poco

favorable, ya que las celulas no transformadas que se van muriendo, liberan compuestos tóxicos

(generalmente l'enoles) que inhiben la regeneración.

B 4. 5 álculo de la eficiencia de transformaci n:

Hay una gran ambigüedad con respecto a la manera en que se calcula la eficiencia de

transformación. El problema principal es que en general no se explicita la manera en que

separan los brotes regenerantes del explanto inicial. Esto puede hacerse: a) a medida que van

apareciendo los brotes a lo largo del tiempo o b) una primera y última vez.

Una misma célula transformada puede dar lugar a dos o más brotes sucesivamente. Estos brotes

son idénticos entre sf (son clones). Si se separan los brotes según a) y se calcula la eficiencia de

transformación como el porcentaje de plantas obtenidas capaces de enraizar en medio selectivo

con respecto al número total de explantos que fueron originalmente cocultivados con

Agrabacrerium tmnefucims, estaríamos cometiendo una sobreestimación en el cálculo de la

eficiencia de transformación, ya que lo importante es el número de plantas que se obtienen

resultantes de eventos de transformación independientes. La llamaremos eficiencia de

transformación en sentido amplio (EfA).

Separar los brotes una única vez (según b), es complicado metodológicamente. ya que para que

el calculo sea preciso hay que esperar a que todas las células transformadas tengan oportunidad

de regenerar. Por consiguiente los brotes que regeneraron primero dilicultarán la separación de
los distintos brotes entre sl.

Una alternativa es calcular la eficiencia como el porcentaje de los explantos originales que

dieron lugar a plantas que enrafzan en medio selectivo con respecto al número de explantos que



fueron cocultivados con Agro/¡arrerimn Imnvfaciens. En este caso estaríamos cometiendo una

subeslimación en el cálculo de la eficiencia de transformación, ya que en muchos casos hay

certeza de que se obtienen varios individuos independientes a partir de un único explanto puesto

que se diferencian a partir de microcallos evidentemente separados entre sf. La llamaremos

eficiencia de transformación en sentidos estricto (EfE).

B 5) Transformación genética de papa:

La susceptibilidad de papa a Agrnlmrm-¡mn y el uso de este sistema para la transformación

genética fue publicada por ()oms y col. cn ¡983. Este grupo logró transformar papa (cv. Maris

Bard) con una cepa oncogónica de Agro/materia": rumt’faciens (es decir una cepa que contenta

los genes (mc responsables del crecimiento tumoral). Las plantas obtenidas fueron anormales

morfológicamenle. Analizaron la producción de opinas por parte de las mismas.

Recién en ¡988 Stickema y col. transformaron rodajas (le tubérculos (cv. Binje y Dósiróe) con

una cepa no oncogónica, con una eficiencia del 1%. Para ello necesitaron de una capa de celulas

alimentadoras de papa durante el cocultivo y la regeneración requirió de un paso por Ia etapa dc

callo. En el mismo año Sheerman y col. transformaron los cultivares Penlland Dell y Dósiróe con

eficiencias de entre un 4,8 y un 16%. En este caso la regeneración lograda fue directa, es decir

no se pasó por callo; usaron una capa de células alimentadoras pero de tabaco. El mismo

protocolo no fue efectivo para los cultivares Maris Bard y Maris Piper. En ¡989, lshida y col.

lograron la transformación de tubérculos de Russel Burbank y Lemhi Russel crecidos ¡n rin-n.

No aclararon la eficiencia de transformación lograda y obtuvieron un número de escapes (es

decir plantas no transformadas que regeneraron en este medio) extremadamente allo.

En ¡988 De Block y col. adaptaron la técnica de transformación de discos de hojas descripta por

llorsch y col. en ¡985 para tabaco, para los cultivares Binje y Dósiróe de papa. No aclararon la

eficiencia de transformación lograda. En el mismo año, Tavazza y col. obtuvieron plantas

transgénicas de Dósirée con una eficiencia del 23%. Usaron una capa de células alimentadoras de

papa. Finalmente en ¡989 Wenzler y col. obtuvieron eficiencias de transformación variables de

9% para el cultivar Superior, 20% para Désiróe y del 400 al 500% para la Ifnea Fl,l()()7 (en este

último caso obtuvieron entre 4 y 5 tallos por explanlo en medio selectivo). No aclaran cómo

definen eficiencia de transformación, pero, aparentemente usan la definición en sentido amplio,

ya que por lo mcnos en el caso de FLlótl7, contaron todos los lallos que regeneraron en medio

selectivo, aún los provenientes de un mismo explanto. El protocolo no fue efectivo para la
transformación de Russel Burbank.



Cl OBTENCION DE PLANTAS RESISTENTES A VIRUS:

C l) Luteovirus y el Virus del Enrollamiento de la hoja (le la papa:

El virus del enrollamiento de la hoja (PLRV) produce una de las enfermedades más severas y

antiguamente conocidas de la papa (Rich, ¡983). No solamente provoca una marcada

disminución del rendimiento, sino que causa necrosis del tubérculo. Entre las enfermedades

virales de la papa, la causada por el PLRV es, tal vez, Ia de mayor importancia económica, por

los efectos devastadores cuando se produce una infección severa. Los rendimientos de las plantas

infectadas por PLRV pueden verse reducidos hasta un 50%. Se estima que en el mundo la

infección con este virus provoca un l()”n (le disminución enel rendimiento, Io cual equivale a

una pérdida (le 20xl06 toneladas de papa por año (van der Wilk y col. |99|). Estos datos

implican una subestimación dado que los perjuicios podrian ser mayores si no se utilizaran

prácticas de control como el uso de semilla saneada. Como ya se comentó, la producción de papa

semilla saneada tiene una influencia significativa en el costo de producción cercano al 25 % en

Argentina y puede llegar hasta un 40 % en paises como Brasil, lo cual refleja un perjuicio

indirecto por aumento en los costos de producción.

El PLRV es un virus icosahódrico pequeño (de 25 nm de diámetro) perteneciente al grupo de los

Luteovirus. Posee una única molécula de RNA (le polaridad positiva y una sola subunidad

polipeptfdica cn la cubierta. Las particulas virales están confinadas al floema de las plantas

infectadas. Se han encontrado RNAs subgenómicos en células infectadas pero se conoce poco

acerca de la biología molecular de este virus (Mayo y col. ¡989).

Los Luteovirus fueron reconocidos como grupo de virus de plantas por el Comité Internacional

dc Taxonomía de Virus recién en l()75 (Shepherd y col.). No obstante, las enfermedades

producidas por este grupo fueron observadas mucho tiempo antes. La naturale7a viral del

cnanismo amarillo de la cebada (BYDV) y del amarillamiento de la remolacha (BWYV) se

reconocen respectivamente desde |951 y ¡960 (Rochow y col. |98|). El nombre (leeste grupo

deriva del latfn Lureuxque significa amarillo, debido a que todos los miembros originales de este

grupo producían amarillamiento en sus huespedes. Originalmente la clasificación de los

Luteovirus se hizo en base al rango (le huésped. A medida que se empieza a disponer de

información derivada de reacción con antisueros, hibridación con sondas de cDNA y

fundamentalmente de las secuencias nucleotfdicas de los genomas de los distintos aislamientos,

las relaciones entre estos virus están siendo reevaluadas. Actualmente el grupo consta de 10

miembros y l4 posibles miembros (Watcrhouse y col. |988). Son específicos de tejido ya que

sólo replican en el floema de las plantas huéspedes. Se los encuentra en los vasos cribosos, en las

células acompañantes y ocasionalmente en las células del parénquima del floema. No pueden ser
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transmitidos mecánicamente ni tampoco a través de semilla botánica. En la naturaleza se

transmiten a través dc infección persistente (circulativa no propagativa) de áfidos vectores

(Duffus y col. ¡977). Artificialmente pueden transmitirse. ademas, mediante injertos. No hay

evidencias de replicación en los vectores (Eskandari y col. ¡979). La mayoria de los Luteovirus

tienen un rango de huésped limitado exceptuando unos pocos que tienen un amplio rango de
huésped (virus del amarillamiento de la remolacha).

Este grupo de virus ataca a una gran variedad de cultivos. Su control es dificil debido a la

relacion con sus vectores y a la frecuente infección de malezas y pastos perennes que actúan

como fuente de inocqu a campo.

En algunos casos el rango de huésped limitado del virus se dehe a un rango de huésped limitado

del vector. Por ejemplo el virus del enrojecimiento de la hoja de zanahoria y su vector tienen

amhos un rango de huésped limitado. En otros casos se dehe al rango de huésped limitado del

virus en sf. Por ej. el PLRV tiene un rango de huésped limitado mientras que su vector, Myzux

pm'sicae tiene un rango muy amplio.

La evolución de los Luteovirus involucra una tricotomfa: el virus, la planta y el vector. Cada

Luteovirus es transmitido eficientemente por una o pocas especies de áfidos. Este es un factor

fundamental en la evolución de los Luteovirus. Un virus introducido en un huésped nuevo (no el

huésped natural del vector) debe ser capaz de multiplicar en el nuevo huésped asf como también

dehe poder ser transmitido por un nuevo áfido que se alimente en ese nuevo huésped antes de

poder evolucionar independientemente. En huéspedes perennes, el virus puede evolucionar

durante un tiempo considerable dentro del huésped antes de necesitar ser transmitido por otro

áfido que sc alimente de ese nuevo huésped. En huéspedes anuales, el tiempo de evolución

dentro de esa planta está limitado ya que los Luteovirus no se transmiten por las semillas. La

separacion en huéspedes distintos permite, entonces, la evolucion independiente tan

efectivamente como la separación geográfica.

C l.l intomatolo fa:

A primera vista, los síntomas en plantas infectadas por Luteovirus son más vagos, generales y

menos útiles para diagnóstico que los sintomas en plantas infectadas por otros virus. llay una

disminución en el crecimiento o desarrollo de las plantas infectadas; las hojas pueden tomarse

amarillas o rojas y curvas y quehradizas (vidriosas). Los sintomas varían según la especie, la

variedad, la edad y la condicion fisiológica de la planta la momento de Ia infeccion.

F,n la figura 2 se muestran los síntomas causados por el virus del enrollamiento de la hoja de

papa sobre una planta de papa del cultivar HuinkuI-MAG con infeccion primaria.

Figura 2;



Dos plantas (le papa del cultivar lluinkul-MAG infectada (a la izquierda) y sin infectar (a ln derecha) con
PLRV.

C 1. 2) Organización genómica:

La determinación de la secuencia nucleotl’dicacompleta (le tres miembros del grupo de los

Luleovirus (BYDVPAV, Miller y col. 1988; PLRV, Mayo y col. 1989; Van del Wilk y col.

1989; Kawchuck y col. l989; BWYV, Veidt y col. 1988) ha aumentado la comprensión de la

organización genómiea y estrategias de expresión 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. Poseen una proteína (VPg) unida la

extremo 5'. No presentan poliadenilaeión ni estructuras del tipo [RNA en el extremo 3' (Tacke y

col. 1989). Hay pocos nueleótidos no codificantes y una gran superposición de los distintos

marcos abiertos de lectura (ORFs).

La comparación entre las secuencias de los distintos Luteovirus, sugiere al menos dos tipos

principales de organización genómica: el representado por PLRV y BWYV, y el representado

por BYDV-PAV. No obstante, estos dos grupos comparten una serie de características que los
ubican dentro de los Luteovirus:

* ORFs 1 y 2 superpuestos.
* ORF 4 enteramente dentro de ()RF 3.

* ORF 5 separado del ORF 3 que lo precede por un codón de terminación ámbar.
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La organización general de estos dos grupos se muestra en la figura 3.

Figura 3:

BYDV-PAV (5 68 Kb)

()rganimción genómica de Luteovirus. Los ()Rl‘s con el mismo número representan genes
correspondientes en los dos suhgmpos.
BYDV: vims del enanismo amarillo de la echada; PLRV: virus del enrollantiento de la hoja de papa;
BWYV: vims del amarillamiento de la remolacha

A continuación se detallarán brevemente las funciones de los distintos ()RFs de Luteovirus así

como también las experimentos que condujeron a su descubrimiento:

ORFs l y 2: Los primeros dos marcos dc lectura de BYDV-PAV y del virus del enanismo de la

soja (SDV) y sus contrapartes de BWYV , PLRV y el virus del enrojecimiento (le la hoja de

7anahoria codifican para dos polipóptidos de la RNA polimerasa-RNA dependiente. Esta

identificación se basa en la presencia de una secuencia consenso de aminoácidos presente en

otras polimerasas virales: GXXXTXXXN(X)20-40GDD en el ()RF 2. Se propuso que el ()RF 2

es expresado luego de un cambio de fase traduccional en el codón de terminación de lectura

("stop") del ()RF l (Mayo y col. 1989; Miller y col. 1988; Veidt y col. ¡988).

M Comparandola secuenciade aminoácidosde fragmentosde virionesdisociadosy la

secuencia deducida a partir de la secuencia nucleotfdica se demostró que este marco de lectura

codifica para la cápside en BYDV-PAV. Este hallazgo fue confirmado por detección serológica

de una proteína de fusión codificada por un fragmento del ()RF 3 y el gen IacZ de Eco/i usando

anticuerpos contra viriones de BYDV-PAV purificados. Las proteínas de cápside en PLRV,

BWYV y el virus del enanismo de la soja. fueron identificadas por homologfa con BYDV y

confirmadas por tecnicas similares a las descriptas para este virus.

()RF 4‘ EL ()RF 4 está completamente dentro del ()RF 3 en otro marco de lectura. Basándose en

el tamaño de la proteína VPg aislada de BYDV se propuso que codifica para VPg. En el caso de

PLRV, se reportó que la proteína VPg tiene 7 kDa y se libera a partir de un precursor (le l7 kDa

codificado por el ()RF 4 (Van der Wilk y col. 1989).
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()RF 5: Todas las proteínas de cápsides de Luteovirus secuenciados hasta el momento finalizan

en un codón de terminación ámbar, seguido por el ()RF 5 que esta en el mismo mareo de lectura

y que podría codificar para una proteína de entre 50 y 56 kDa. La traducción con modificación

del marco de lectura ("readthrough") del codón de terminación daría lugar a una proteína poCo

abundante de alto peso molecular. Durante un tiempo se confundió a esta proteína con un

multfmero de proteína de capside, ya que anticuerpos producidos contra viriones completos de

BYDV-PAV y contra una proteína de fusión de ()RF 3 en el vector de expresión en bacterias

pGEX, reconocÍan tanto a la banda (le 22 kDa de cápside como una banda de 60 kDa. Sin

embargo, anticuerpos preparados contra una proteína de l'usión del ()RF 5 y la glutation

transferasa reaccionaban sólo con la banda de alto peso molecular. Se demostró asl' que la banda

de 60 kDa estaba compuesta por la proteína de cápside (22 kDa) y la proteína codificada por el

()RF 5 (50 kDa). El tamaño menor que el esperado (60 kDa en ve7.de 72 kDa) puede atribuirse a

una migración anómala de la proteína en geles de poliacrilamida (tiene una porción rica en

prolinas) o a modificaciones postraduecionales. El hallazgo de que antisuero contra la proteína

de 50 kDa precipita viriones purificados junto con experimentos en los que la proteína es

removida de la superficie del virión por digestión con tripsina, demuestran que esta proteína está

en la superficie de la partícula viral. Se ha propuesto que está involucrada en la especificidad de

la transmisión por ál'idos (Waterhouse y col. ¡989) actuando a nivel de transporte de los virus

desde la hemolinfa a los ductos salivales. Una hipótesis alternativa es que interviene en el

ensamblaje de las partículas virales.

()RF 6 y Q:En el subgrupo de PLRV - BWYV hay un ()RF que se superpone con el ()RF l,

llamado ()RF 0. Codifica para una proteína de 28 kDa. La función de esta proteína es

desconocida, pero se sugirió que codifica para una proteasa que cliva el producto de l7 kDa del

()RF 4 dando lugar a una VPg funcional mas pequeña (Van der Wilk y col. ¡989).

En el BYDV-PAV hay un sexto ()RF que codificarta para un producto de 6,7 kDa.

C l. 3l Estrategias de expresión génicas:

La organiïación del genoma de los Luteovirus sugiere una multitud de diferentes estrategias de

expresión génica.

Usando RNA de PLRV en experimentos de traducción in vitro, se demostró la existencia de dos

proteínas, una predominante de 28 kDa correspondiente al ()RF () y otra minoritaria de 70 kDa

correspondiente al ()RF l. Esto sugiere que la banda de 70 kDa resulta de un número limitado de
ribosomas que recorren el RNA desde el extremo 5' , pasan el sitio de iniciación del ()RF de 28

kDa e inician la traducción en el AUG del ()RF l de 70 kDa. Esto es inusual, ya que la mayoria

de los RNAs virales se expresan de manera monocistrónica con ribosomas recorriendo el RNA
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desde el extremo 5' hasta el primer AUG. Si embargo existen otros ejemplos de iniciación

interna en cl mismo RNA (Kozak y col. 1986). En estos casos el primer AUG esta dentro de un

contexto suhoptimo que permite que algunos rihosomas inicien la traducción, mientras que ()lms

siguen de largo y comien7an la traducción en el segundo AUG que encuentran. Ninguno de los

sitios (le iniciación propuestos corresponde con las secuencias consenso descriptas para plantas o
animales.

La expresion de un producto de fusión entre los ()RFs l y 2 por cambio de fase traduccional es

un mecanismo comúnmente propuesto para Luteovirus. Las evidencias para sostener esta

hipótesis son:

a) El sitio de iniciación del ()RF que está hacia 3' (en este caso el ()RF 2) está a una distancia

considerable rfo abajo del AUG del ()RF que esta en el extremo 5' (en este caso ()RF l). Esta

distancia es dc 300, 216 y 95 nt para PLRV, BWYV y BYDV-PAV respectivamente.

b) En PLRV y BWYV hay una homologfa más alta en el extremo 5' del ()RF 2, es decir en la

zona superpuesta con ()RF l que en el rcsto del ()RF l. sugiriendo que el cambio de fase

traduccional ocurre en el extremo 5' de la zona superpuesta.

c) La estructura secundaria que rodea el sitio donde ocurre el camhio de fase comparte

propiedades encontradas en RNAs de virus donde se sabe que existe este mecanismo. Ej.

Coronavirus (Bricrlcy y col. 1989) y Retrovirus (Jacks y col. 1988).

Como muchos otros virus a RNA, se cree que la expresión de los ()RFs del la mitad 3' del

genoma ocurre mediante RNAs subgenómicos. La corta (202 nt-l |6 nt) región no traducihle rfo

abajo del ()RF 2 tiene homologfa con regiones promotoras de suhgenomicos de virus a RNA de

plantas y animales. Mayo y col. ( l989), identificaron dos zonas (le homologfa entre BYDV­

PAV, PLRV y BWYV. Esta región común contiene secuencias UA repetidas seguidas por

AAGA. Tanto PLRV como BYDV-PAV producen suhgenómicos largos dc aproximadamente 3­

3.5 Kb. Comienzan, tentativarncnte, rfo arriba del comienzo del ()RF 3 y se extienden hasta el

extremo 3' del genoma viral. BYDV-PAV podria tener un segundo suhgcnómico de 0,8 Kb para

expresar el ()RF 6.

En otros virus de plantas, los RNAs suhgenómicos son producidos por iniciación interna sobre

una copia negativa del genoma viral. Se ha propuesto que la replicasa viral reconoce secuencias

promotoras internas presentes en la cadena negativa e inicia la sfntesis de un RNA subgenómico

positivo. Si se coloca el fragmento (le ¡2| nt de la region rfo arriha del sitio de iniciación del

()RF 3 de BYDV-PAV bajo el control del promotor 35 S y fusionado con el gen GUS, de

manera que la transcripción a partir de este promotor resulte en RNA de polaridad negativa, y.

con esta construcción se transforman protoplastos, no hay actividad GUS detectahle. Si esta

construcción es co-introducida con virioncs de BYDV-PAV o con RNA de BYDV-PAV

transcripto ¡n vitro, hay actividad GUS. Esto sugiere que el fragmento de |2l nt es suficiente
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para actuar como promotor del subgenómico. Presumiblemente la replicasa viral reconoce la

región promotora del subgenómico en el transcripto dc polaridad negativa transcripto a partir del

promotor de 358 y dirige la sintesis de mRNA de polaridad positiva (Martin y col. ¡990).

El subgenómico actúa como mensajero para la expresión de 3 productos génicos. El ()RF 3 es el

que esta en el extremo 5' del subgenómico. El ()RF 4 se expresa a partir del subgenómico, por

un mecanismo similar al descripto para la expresión de los ()RFs 0 y l. La expresión del ()RF 5

ocurre por traducción modificada del marco de lectura ("readthrough") del codón de terminación

ámbar que separa los ()RFs 3 y 5. Hay una serie de evidencias para ello:

a) Estudios de transcripción y traducción ¡n vitro usando clones de cDNA de BWYV

conteniendo el codon ámbar de terminación dieron lugar a un polipc‘ptido del tamaño esperado

para el producto de fusión (Veidt y col. l988).

b) ()RFs 3 y 5 de PLRV, BYDV-PAV y BWYV están en el mismo marco de lectura, separados

por el codón de terminación ámbar y comparten el mismo motivo: CCAAAUAGGU alrededor
dcl codón de terminación.

c) Este motivo comparte caracteristicas con otros codones donde se sabe ocurre el saltado del

codón de terminación en otros virus (Boa/.oubaa y col. |986; Goelct y col. |982; Miller y col.

¡988).

Los extremos 3' de BYDV-PAV, PLRV y BWYV tienen poca homologfa entre sf y, por analogía

con lo que ocurre en otros virus, se supone que esta región contiene las secuencias necesarias

para dirigir la síntesis de RNA genómico de polaridad negativa. Esta región no está bien
caracterimda aún.

C 2) Resistencia natural a virus:

Las enfermedades virales causan serias pérdidas en el rendimiento y en la calidad de muchos

cultivos. Los mecanismos de control tradicionalmente utilizados incluyen cl uso (le semillas

libres de virus (certificación de semillas), la propagación vegetativa (tecnicas de cultivo de

tejidos), la restricción al movimiento del patógeno a áreas nuevas (cuarentena), la rotación (le

cultivos, el control de male7as huespedes de virus, la prevención de la transmisión viral por

vectores, la cura de la enfermedad por quimioterapia, termoterapia o cultivo de meristemas, y el

uso de cultivares resistentes (mejoramiento genético). Este último sistema es, indudablemente, el

más deseable pero no siempre posible (Fraser ¡990).

La mayoria de los estudios de la relación hospedante patógeno en plantas se hicieron con hongos

y bacterias. Uno de los logros mas importantes de la genética en este terreno l'ue el

desentrañamiento de las interacciones gen a gen entre loci de resistencia/susceptibilidad en la

planta y los correspondientes de virulencia/avirulencia en el patógeno (Flor ¡956). 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 continuación se incluye una breve descripción de los distintos tipos de resistencia, con el

objeto de aclarar parte de la terminología que se manejara (indicada en negritas) y señalar el tipo

de resistencia genética que se estudiará a lo largo de este trabajo.

C 2. l) Resistencia de la planta no-huósped:

La resistencia de una planta no-huósped a un determinado virus es una característica de especie.

Ninguno de los miembros de una determinada especie muestran síntomas y no hay

multiplicación viral luego de la inoculación con un determinado virus. Esto puede deberse a que

la especie no contiene funciones de susceptibilidad requeridas por el virus. Por ejemplo las

plantas no huéspedes no sintetizan una subunidad de la replicasa viral (que sf está presente en las

plantas huespedes) de manera que no se puede formar una replicasa funcional (Mouches y col.

¡984). Algunas especies no huespedes, sin embargo. permiten la replicación del virus en

protoplastos inoculados (Paje-Manalo y col. l989), lo que indicarfa que otro mecanismo seria el

responsable de la resistencia. En otros casos, la multiplicación viral ocurre en una única o en

pocas células, cercanas al lugar de inoculación. A estas infecciones se las llama subliminales

(Cheo y col. ¡97 l; Sulzinski y col. ¡982). En estos dos últimos casos la resistencia operarfa en

contra del transporte de célula a célula.

C 2. 2) Resistencia adquirida:

Una planta normalmente susceptible o resistente, puede tener un nivel de resistencia adicional

conferido por una inoculación previa o por un tratamiento quimico. Un ejemplo de este tipo de

resistencia es la producida por una reacción de hipersensibilidad de la planta por formación de

lesiones locales en el sitio de inoculación (Fraser [985). Este tipo de resistencia es en general no

especifica: una infección por un virus puede inducir resistencia frente a hongos, bacterias u otros
virus.

En contraste, la protección cruzada resultante de una infección sistémica previa es altamente

específica (Urban y col. 1990). Este tema se tratará en detalle más adelante.

Ninguno de estos tipos de "resistencia" parecen estar bajo el control de sistemas genéticos

simples en el huésped.

g; 2. 3) Resistencia genetica de un cultivar:
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Un cultivar genéticamente resistente contiene uno o varios genes que le confieren resistencia

frente a un virus ante el cual la especie como un todo es susceptible. Este tipo de resistencia

puede ser sobrepasada por cepas virulentas del virus. La reacción del huésped está asimismo

afectada por la tolerancia, que también puede estar controlada genéticamente. La tolerancia es la

resistencia a la aparición de síntomas o pérdidas en el rendimiento, mas que a la ¡multiplicación

viral (Edwards y col. 1988), y no debe ser confundida con la resistencia genética de la cual nos
vamos a referir en lo sucesivo.

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

Las etapas críticas en la interacción planta-virus son los eventos de reconocimiento entre

moléculas codificadas por el hospedante y el patógeno, la transducción de la señal y la inducción

de la respuesta.

Bald y Tinsley (¡967 a, b y c) propusieron un modelo en el cual el reconocimiento específico

trae como consecuencia la susceptibilidad y la multipli ‘ación viral. La resistencia se debe a la

falta de factores imprescindibles para la multiplicación viral en el huésped, o a la presencia de

factores defeclivos cn su rol en la multiplicación viral, pero efectivos en su rol en el

metabolismo de a planta, cualquiera s ta este rol. Este tipo de resistencia involucra un mecanismo

negativo, y es probablemente recesiva. Conducirfa a inmunidad completa si Ia función de

susceptibilidad del huésped esta ausente por completo. La posibilidad de que el virus mute y

sobrepase este tipo de resistencia sería, por lo tanto, baja.

En contraste se ha propuesto que el evento de reconocimiento es el determinante de Ia

resistencia. Este caso involucra la participación de una función codificada por el virus y de otra

codificada por el gen de resistencia del huésped, con la consecuente inhibición de Ia

multiplicación o de la distribución del virus. Este modelo corresponde a un tipo de mecanismo

positivo. La respuesta del huésped puede ser directa (si el producto del gen de resistencia del

huésped es de por sf un inhibidor). En este caso la resistencia sería constitutiva. Allernativamente

el producto codificado por el huésped podrfa no ser un inhibidor, pero ser capaz de desencadenar

una respuesta que conduzca a resistencia en el huésped. Esta respuesta podría involucrar varios

genes. Se trata de una respuesta indirecta. En ambas variantes de este mecanismo positivo, Ia

resistencia debería ser dominante o dominante incompleta (dependiente de la dosis génica), y el

virus podria adquirir virulencia con una modificación en el factor de manera que retcnga su

función en la patogénesis viral pero ya no participe en el evento de reconocimiento.

Esta mutación es mas probable que aquella que haga que el virus se independice de una función

codificada por el patógeno como se requería cn el primer modelo. La predicción es entonces que

la virulencia debería ser mas común en los casos de genes de resistencia que codifiqucn para un



inhibidor positivo (dominante o dominante incompleto) que en los de genes de resistencia

negativos (recesivos).

En muchos casos Ia resistencia a virus de plantas esta bajo un control genético simple,

involucrando un único locus. En otros casos se han detectado dos o más genes independientes.

Generalmente los análisis genéticos de estos casos han sido simples, y la resistencia o Ia

susceptibilidad han segregado mendelianamente, e indicado relaciones de dominancia claras
entre los distintos alelos.

En otros casos se han propuesto interacciones génicas más complejas. que pueden ser de

distintos tipos:

a) Dominancia incompleta (dependencia del dosaje génico). La resistencia puede parecer como

completamente dominante o recesiva en base a la severidad de los síntomas pero puede mostrar

un efecto dependiente de la dosis génica cuando se mide multiplicación viral. Esto ha ocurrido

en el caso del gen Tm-I de tomate para resistencia al virus del mosaico del tabaco ('l'MV)

(aparentemente dominante) (Fraser y col. 1980) y el gen hc-I de poroto de resistencia al virus

del mosaico común del poroto (aparentemente recesivo) (Day 1984).

b) Resistencia controlada por varios genes. lnevitahlemente las tasas de segregación son

complejas. Siempre que se obtienen tasas de segregación complejas hay una tendencia a invocar

a este tipo de fenómeno para explicarlas. Este bien puede ser el caso, pero se debe tener especial

cautela en dos puntos: l) la evaluación de los efectos del ambiente y 2) la consideración de las

características directas de la resistencia y no de los síntomas, ya que la evaluación de la

resistencia/susceptibilidad a partir de los síntomas introduce un grado mayor de complejidad al

analisis genético.

Hay varios casos en los que la resistencia está bajo un control génico complejo (Drijfhout ¡978)

o donde hay genes modificadores del huésped o donde el fondo genético del huésped es

importante (Catherall y col. 1966).

Hay ejemplos, además, en los que un gen parece conferir resistencia a varios virus. Claramente

aquellos genes que afecten el comportamiento de un vector son miembros "pasivos" de este

grupo. Los casos interesantes son aquellos que involucran mecanismos de resistencia que operan

contra varios virus en una misma planta. La mayoría de los ejemplos disponibles involucran a

los Potyvirus. Así, la resistencia de Cupxícum annum al virus Y de la papa (PVY) y al virus del

grabado ("etch") del tabaco (TEV) parece ser conferida por un único gen, mientras que el gen

mo de arveja confiere resistencia al virus del mosaico amarillo del poroto (BYMV) y al virus del

mosaico de la sandía (Fraser, ¡990).

C 4) Protección cruzada clásica:
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El termino fue propuesto por McKinney en |929. Este investigador descubrió que la infección

con una cepa de un virus conferfa resistencia frente a la infección subsiguiente con una cepa

igual o ccrcanamente relacionada. Durante muchos años los agricultores han inoculado sus

plantas con cepas "suaves" de virus para retrasar o prevenir los sfntomas de la infección y/o

prevenir Ia infección por cepas virulentas.

Sin embargo, distintos aislamientos de un mismo virus varían en el grado de protección crulada

que provocan, y entre aislamientos de ciertos virus no se demostró protección cruzada. La

protección entre determinados pares de aislamientos puede no ser recíproca y algunos

aislamientos de un mismo virus no confieren protección cru7ada en ningún sentido mientras que

otros aislamientos del mismo virus si la confieren. Dado que hay una fuerte evidencia de que la

célula vegetal debe ser infectada para ser protegida, alguna de estas situaciones pueden reflejar el

grado en que distintos virus varfan en su capacidad para infectar las celulas de una planta. El

nivel de resistencia obtenida por protección cruzada es variable. Si las concentraciones (le

inóculo se aumentan de l()()a ¡000 veces (con respecto al inóculo necesario para infectar a una

planta sana) las plantas protegidas se superinfectan. A campo, las plantas no suelen verse

expuestas a concentraciones tan altas de inóculo y la superinfección ocurre muy raramente.

Como la protección cruzada depende de la concentración del inóculo y reduce el número de

lesiones locales luego de la inoculación, está claro que suprime la infección inicial. Sin embargo,

la reducción en el contenido viral sistémico observada bastante tiempo despues de la infección

inicial también implicaría una supresión en la replicación y transporte viral.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la protección cruzada, la mayorfa (le los

cuales focalizan la atención sobre el RNA viral o sobre la cápside viral como factores

mediadores de este fenómeno. Gibbs propuso en 1969 que un exceso de replicasa del virus

protector podría unirse pero no transcribir al RNA genómico del virus desafiante. Según esta

teorfa nunca ocurriría superinfección, y (le hecho ocurre. En ¡974 Ross propuso que Ia replicasa

del virus desafiante podrfa no ser lo suficientemente selectiva y copiar el RNA viral del virus

protector debido a su mayor abundancia. El grado de protección estaría dado, por lo tanto, por el

grado de afinidad entre la replicasa del virus desafiante y el RNA viral del virus protector. Se

encontró que virus relacionados podían utilizar la misma replicasa. En l984 Palukaitis y Zaitlin

propusieron que la protección frente a la infección por virus a RNA se debe a la hibridimción

entre cl RNA - desafiante y el RNA +, en exceso del virus protector. En apoyo a esta teorfa se

halló protección cruzada con viroides los que no estan cncapsidatlos y no codifican para ninguna

protefna conocida.

Con respecto a las teorfas que involucran a la protefna (le cápside, de Zoeten y Fulton

propusieron en ¡975 que el RNA desafiante es reencapsidado por el exceso de protefna de

cápside del virus protector. No hay evidencias experimentales que apoyen esta hipótesis. Más
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adelante Sherwood y Fulton (¡982) encontraron que la infección de Nir'nríuna .vylvarrrixcon una

cepa de TMV no conferfa protección frente a una subsiguiente infección con RNA de TMV o

con particulas de TMV tratadas con bentonita (que provoca el desnmlamiento parcial). Lo

mismo ocurría si el RNA era encapsididado con proteínas de un virus no relacionado. Esto

sugirió que la proteina de capside del virus desafiante es la que determina la especificidad de la

reacción. Propusieron entonces que la protección cruzada se debe a un bloqueo en el

desnudamiento de la cápside del virus desafiante.

En ¡984 Wilson y col. demostraron que partículas de TMV relajadas por tratamiento con alto pll

eran buenos templados para la traducción in vitro. En ¡986 Wilson y Watkins observaron que al

añadir proteína de cápside en grandes concentraciones, esta reacción se bloqueaba. Propusieron

entonces un mecanismo por el cual la traducción del RNA viral del virus desafiante se ve

impedida por la reencapsidación con la proteina de cápside del virus protector. Sin embargo en

otros sistemas, se obtuvo protección no solo frente a virus completo sino también frente a RNA

viral, por lo que algún otro mecanismo podrfa estar involucrado.

Todas las hipótesis planteadas hasta el momento involucran la supresión de la infección inicial.

Tambien hay evidencias de mecanismos que involucran la supresión de la invasión viral. Dodds

y col. (1976 ) encontraron un caso de protección cruzada en que la cepa desafiante del Virus del

Mosaico del Coliflor (CMV) replicaba normalmente pero estaba confinada a la hoja inoculada.

En resumen, a pesar de que se han propuesto y encontrado evidencias para muchos mecanismos

diferentes, ninguno de ellos explica todos los datos experimentales. Es probable que existan

diferentes mecanismos en distintos sistemas virus-huésped.

La protección cru7ada se ha usado en muchas instancias para controlar enfermedades virales. Sin

embargo presenta varias dificultades: las cepas protectoras pueden ser difíciles de aislar o

producir, pueden causar perdidas en el rendimiento, daño en otros cultivares, no conferir

protección contra todas las cepas que se encuentran a campo, mutar en variantes virulentas,

aumentar la susceptibilidad frente a patógenos no virales, o permitir Ia selección en favor de

cepas más dañinas. Además, la planta es susceptible hasta que se completa la infección sistémica

con la cepa protectora y la aplicación de la cepa protectora puede ser diffcil o costosa.

especialmente en el caso de cultivos anuales.

C 5) Mejoramiento genético para obtener resistencia a PLRV:

Las fueptes de resistencia a PLRV no son abundantes y no se encontraron genes mayores.

Debido a esto, los programas de mejoramiento para resistencia a PLRV han tratado de

seleccionar un tipo de resistencia poligenica, que sc expresa como resistencia cuantitativa a la
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infección y que es dificil de medir. La selección de un carácter controlado poligenicamente en

papa presenta grandes dificultades adicionales dado la naturaleza tetraploide de la papa. Sin

embargo algunos cultivares de papa reaccionan a la infección por PLRV desarrollando necrosis

sistémica, la que está controlada por un único gen dominante y modificada por genes menores

(Ross y col. |986). Más adelante, Barker y col. (l99()) encontraron que la progenie resultante de

cruzamientos recfprocos entre un cultivar resistente (07445) y uno susceptible (Maris Piper) a

PLRV se parecia a uno de los padres en una proporción l:|, que es la esperada si la

multiplicación viral estuviera controlada por un gen mayor o un grupo de genes ligados. La

concentración de PLRV (cuantificada por ELISA) en el cultivar resistente fue de 60 ng virus/gr

de hoja, mientras que en el cultivar susceptible fue de ¡200 ng/gr de hoja. En base a este y otros

estudios (Barker y col. ¡985, ¡986, |987), Barker propuso que Ia resistencia a PLRV tendria tres

componentes principales: la resistencia a la multiplicación viral, la resistencia a la infección y la

inhibición del movimiento del virus desde el follaje a los tubérculos.

C 6) Obtención de plantas transgénicas resistentes a virus:

Las técnicas de ingeniería genética permiten la transferencia de genes capaces de conferir

resistencia al fondo genético de los cultivares apreciados por el productor sin modificación del

mismo. El uso (le la misma para la introducción de resistencia a virosis en plantas es reciente y

prometedora. Hamilton (1980) fue uno de los primeros investigadores en proponer que la

expresión de secuencias virales en plantas transgénicas podría ser un método para proteger a las

plantas contra las infecciones virales. Otros investigadores aportaron ideas más refinadas acerca

de qué secuencias podrían potenciar la protección (Sequeira y col. |984; Beachy y col. l985;

Sanford y col. 1985). Sobre la base de los modelos de protección cru7ada propuestos por de

Zoeten y col. (1975), y Sherwood y col. (|982), Sequeira (1984) sugirió que la expresión de la

proteína de la cápside viral podrfa resultar en protección. En ¡985 Beachy expuso el uso

potencial de genes que expresen secuencias virales antisentido y, en el mismo año, Stanford y

col. sugirieron que la replicasa de un virus protector podria unirse a un sitio específico del virus

desafiante impidiendo a su propia replicasa unirse al mismo sitio y por Io tanto Ia replicación del

virus desafiante. Varios autores (Powell-Abell y col. ¡986, llemenway y col. [988, (Ïuozzo y

col. ¡988) confirieron resistencia genetica a plantas susceptibles a virus interflriendo con la

replicación del patógeno o con su diseminación. Los primeros autores sintetimron una secuencia

de CDNA del virus del mosaico del tabaco codificante para la proteína de cubierta del virus. Una

ve7,incorporada esta secuencia al genoma (le plantas de tabaco mediante un plásmido Ti de

Agrobacterium rumefaciens, el gen quimerlco fue capaz de dirigir la sintesis de proteína de



cápside en las plantas transgénicas. Cuando estas plantas fueron desafiadas inoculando con
virioncs intactos se observó resistencia.

En el caso del virus del enrollamiento de la hoja dc la papa, la introducción (le un gen dc cápsidc

quimórico resultó en plantas con resistencia a esta virosis. Sin embargo, un análisis detallado no

permitió la detección de proteína de cápside mediante métodos inmunológicos muy sensibles,

aunque sf la transcripción del gen en mRNA que codifica para esta proteína (Kawchuk y col.

1990 y l99l y van der Wilk y col. 1991).

Para la obtención de plantas transgénicas resistentes a virus se han utilizado varias estrategias

distintas, las que se describen a continuación:

Q Q. l) Expresión de la proteína de cápsidg.

Desde ¡986 han habido un gran número de publicaciones describiendo protección mediada por

expresión de genes codificantes para la proteína de cápsidc, incluyendo el caso de PLRV, en

paralelo con el desarrollo dc esta tesis (Bcachy y col. 1990). En la tabla l se mencionan algunas
de ellas.

MQ:

gen de cápside quimérico especie virus referencia

P358:AIMV:NOS tabaco AIMV 'l'umer y col. ¡987

l’3SS:AlMV:N()S tabaco AIMV Van Dun y col. ¡987 b)

P3SS:AlMV:N()S tomate AIMV 'l'umer y col. 1987

Pl9S:AlMV:(ÏaMV tabaco AIMV l,oesch-l"ries y col. ¡987 a)

PIOSzAlMV2CaMV tahaCo AIMV Loesch-l-‘rics y col. l987 h)

P3SSzAlMV:'l'-I)NA URI-‘25 tabaco AIMV llalk y col. ¡989

P3SSzAlMV2'l‘-I)NAORFZS alfalfa AIMV llill y col. ¡99!

l’35zCMVrch-li9 tabaco CMV (Ïuozzo y col. ¡988

P352l’VX2rch-l59 tabaco PVX llemcnway y col. 1988

30



gen (le capsidc quimérico especie virus referencia

cl’35:l’VX:rch-li‘) papa l’VX Lawson y col. l‘)‘)()

I’3SS:I’VX:N()S papa l’VX lloekcma y col. |980

el’352l’Verch-li‘) papa I’VY Lawson y col. ¡990

2xl’3SSzl’l,RV:N()S papa PLRV Kawchuk y col. ¡090 y |90|

l’3SSzl’l,RV:N()S papa l’LRV van (lcr Wilk y col. |09|

l’3SS:l’l,RV:NOS papa l’l,RV liarker y col. ¡992

l’3SSzPRV13'll'l'S de (ÏaMV tabaco I’RV l,ing y col. |99|

l’3SS:l’RV:3' Ul'S de CaMV papaya PRV l-itch y col. l‘)92

P358:SMV:N()S tabaco SMV Stark y col. ¡989

l’35:'l‘SV:N()S tabaco 'l‘SV Van l)un y col. l988 a)

P3SSI'IÏEV:3'lll'S de CaMV tabaco 'l'SV Lindbo y col. ¡092

l’3SS:SMV:N()S tabaco 'l'lEV, PVY Stark y col. |98‘)

P3SSzTRV2NOS tabaco 'l'RV. PlïllV Van Dun y col. ¡988 h)

P35:’l'MV:N()S tabaco 'l'MV Powell-Abel y col. ¡986

l’35:'l'MV:N()S tabaco 'l'oMV Nelson y col. ¡987

P35:'l'MV:N()S tabaco ORSV. I’MMV, 'l'MGMV Nejidat y col. l‘)‘)0

P35:'I‘MV:N()S M: 'l'MV.M Nelsonycol. [988

(ÏaMV: virus del mosaico del coliflor, l’RV: virus del manchado anillado ("ringspot") de la papaya, SMV:
vims del mosaico de la soja. 'l'SV: virus del rayado ("streak") del tabaco. 'l'RV: virus "rattle" del tabaco.
l’liBV: virus del amarronamiento temprano (le Ia arveja. 'l’oMV: vian del mosaico del tomate, ORSV:
"odontoglossum ring spot virus", l’MMV: "pcppcr mild mottle virus", 'l'MGMV: "tobaccomild green
mosaic virus".

P358: promotor del transcripto de 358 (le (ÏaMV; 2xl’3SS: promotor (lohlc 358; el’ÏlSS: promotor 358 con
un enhancer.

NOS: tenninador de Ia nopalina sintctasa; rch-li9: tenninador de la proteína nibisco; 3'U'l'S: region 3'
no traducida del (ÏaMV; 'l'-l)N/\ CRI-‘25:tcnninador del ORF 25.

La resistencia mediada por expresión de la proteína de la cápside se manifiesta de varias

maneras:

a) En de las plantas que expresan la proteína (le la cápside (CP+), hay menos sitios (le infección

en las hojas inoculadas. Para TMV, Nelson (¡987) obtuvo entre 95 y 98 % menos lesiones cn

plantas de tabaco CP+ inoculadas que cn plantas de tabaco CP-. Lo mismo se observó en plantas

que expresan las cápsides del virus del mosaico de la alfalfa (AlMV) o del virus X de la papa

(PVX) (Loesch-Fries y col. 1987 h) y l-lcmenway y col. 1988).
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h) En las plantas CP+ hay una reducción cn la tasa (le desarrollo de la infección sistémica. A

pesar de que las hojas inoculadas resultan infectadas, en las plantas CP+ hay menos casos de

infección sistémica. Es decir que existe un retraso en el movimiento del virus desde la hoja

inoculada hacia las hojas por encima del sitio de inoculación.

* En las plantas CP+ hay menos acumulación de virus que en las plantas CP-. Nelson y col.

(¡987), informaron que las hojas de plantas de tabaco CP+ inoculadas con TMV contenían un

30% menos de virus que las plantas CP-. Las plantas transgénicas que expresan las cápsides del

virus del mosaico del pepino (CMV), PVX o PVY no acumulan o acumulan significativamente

menos virus que los controles CP- (Cuozzo y col. ¡988; Hemenway y col. ¡988; Lawson y col.

1990).

Estas tres manifestaciones de resistencia pueden ser, en la mayoría de los casos pero no siempre,

sobrepasadas por concentraciones crecientes de virus. Cuando se inocularon plantas que

expresan la cápside de TMV con 0,4 ¡ig/ml de TMV se observó un retraso de l0 días en la

aparición de los síntomas con respecto con los controles CP-, los que desarrollan síntomas

cuando fueron inoculados con 0,0] pg/ml. Este retraso se redujo a l o 2 días cuando el inóculo

fue de 2 ¡ig/ml. Además con inóculos mayores se redujo el número dc plantas que escapan a la

infección (Powell-Abel y col. ¡986). La resistencia de las plantas que expresan las capsides dc

AlMV (Tumer y col. ¡987), PVX (Hemenway y col. ¡988; Lawson y col. ¡990), PVY (Lawson

y col. 1990; Stark y col. ¡989) y virus del grabado del tabaco (TEV) (Stark y col. ¡989), en

cambio, fue cercana a la inmunidad, aun a altas concentraciones de inóculo (50 tng/ml).

En general, las plantas que expresan mayores niveles de proteína de capside viral, presentan

mayores niveles de protección. Esto ocurre en TMV (Powell-Abel y col. 1986), AlMV (Tummer

y col. 1987; Loesch-Frics y col. |987b; Van Dun y col. l987h); CMV (Cuozzo y col. ¡988) y

PVX (Hemenway y col. ¡988). Utili7ando construcciones que carecían de ATG y que por lo

tanto producían transcriptos pero no proteína de cápside, se demostró que en los casos de TMV

(Powell-Abel y col. ¡986) y AlMV (Van Dun y col. l988a) la resistencia frente a la infección

con los virus respectivos dependía de la proteína de cápside y no del transcripto.

La línea 303 de papa obtenida por Lawson y col. (¡990), en cambio, es inmune a la infección

por PVX y PVY (tanto por inoculación mecánica como por afidos vectores) y contiene menores

niveles de proteína de ambas cápsides que otras líneas menos resistentes.

Las plantas transgénicas que expresan las cápsides de PVX (Hemenway y col. ¡988) o del virus

S de la papa (MacKenzie y col. ¡990) son resistentes al desafío tanto con virus como con RNA

viral. Esto no ocurre en TMV (Nelson y col. ¡987), AlMV (Loesch-Fries y col. I987h; Van Dun

y col. 1987 a) y TSV (Van Dun y col. l988 b) en donde la resistencia es sobrepasada por la

inoculación de RNA viral.



La efectividad de la resistencia mediada por la proteina de capside, ha sido muy bien

documentada. No obstante, aún no se ha dilucidado, en todos los casos, el mecanismo que media
este fenómeno.

La reducción del número de lesiones en los sitios iniciales de infección observada cn las hojas

inoculadas de las plantas protegidas indica que la proteina de cápside endógcna bloquea la

infección viral en una etapa temprana. El hecho de que la protección en plantas que expresan la

cápside de TMV y AlMV sea sobrepasada por la inoculación con los RNAs virales

correspondientes, sugiere que la proteina de cápside endógena inhibe la infección viral

impidiendo el desnudamiento del virus o el "uptake" del virus desafiante, tal como se propuso

para explicar la protección cruzada. Para investigar esta posibilidad Registrer y Beachy (¡988)

ana|i7aron la protección en protoplastos (le plantas que expresaban la cápside de TMV.

Observaron una reducción en la acumulación de virus y de RNA viral, por lo que los

protoplastos resultaron protegidos. Esta protección fue sobrepasada cuando los protoplastos

fueron inoculados por RNA de TMV. Estos datos sugirieron que la infección estaba bloqueada

con anterioridad o fue bloqueada durante la replicación viral. Para examinar la posibilidad de

que la proteína de cápside cndógena inhiba el desnudamiento del virus desafiante, los mismos

autores inocularon protoplastos con viriones de TMV relajados por incubación a pH 8. Los

protoplastos de plantas CP+ no resultaron protegidos. Estos datos apoyan la hipótesis de que la

proteína de cápside endógnca inhibe el desnudamiento del virus, ya sea mediante la unión directa
al virus o mediante la unión a un sitio de desnudamiento del virus en la celula.

Como se mencionó, en el caso de PVX la protección no es sobrepasada por la inoculación con

RNA viral. Las diferencias entre TMV y PVX pueden deberse a que los mecanismos de

ensamblaje y/o desnudamiento son distintos cn estos dos virus. El ensamblaje de TMV procede

bidireccionalmente, pero al principio ocurre desde 3' a 5' a partir de un sitio de origen de

ensamblado (OAS) que esta ubicado en el extremo 3' del RNA viral. Si bien el mecanismo de

ensamblaje de PVX no es bien conocido, para otro virus de la misma familia (el virus del

mosaico de la papaya) se demostró que el ensamblaje ocurre de 5' a 3' a partir dc un OAS

ubicado en el extremo 5' del virus. El desnudamiento ocurre de 5' a 3' para TMV y de 3' a 5' para
PVX.

El retraso o la falta de infección sistémica en las plantas CP+ con respecto a las CP-, sugiere otro

tipo de mecanismo dc acción más tardía. El retraso podría deberse a una interferencia con: la

distribución de virus de célula a célula en el tejido inoculado, el egreso del virus de la hoja

inoculada al tejido vascular, el movimiento a traves del tejido vascular, el ingreso a hojas por

encima del sitio de inoculación y/o la infección de otros tejidos sanos. Wisniewski y col. (1990)

observaron que la distribución de TMV en la hoja inoculada de plantas CP+ fue igual que en las
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plantas CP-. Sin embargo la distribución del virus a tejidos distantes se redujo siguificativamcnle

cn las plantas CP+.

C 6.2) Expresión de RNA antisentido de cápside:

Se ha informado protección mediada por RNA antisentido de proteína de cápside en PVX

(Hemenway y col. ¡988). CMV (Cuo7,7,oy col. 1988), TMV (Powell-Abel y col. ¡986), PLRV

(Kawchuck y col. ¡990), y TEV (Lindbo y col. ¡992). El caso de PLRV se analizará por

separado más adelante.

Hemenway y col. obtuvieron plantas de tabaco que expresaban RNA antisentido de cápside de

PVX, las que resultaron protegidas a inóculos de 0,05 pg PVX/ml. Observaron una reducción en

el desarrollo de los síntomas y en la acumulación de virus. A pesar de ello, la acumulación de

virus fue mayor que en cl caso (le transgénicas para el gcn (le capsidc (de un 20% y de un l%

con respecto al virus que se acumulaha en las plantas control, respectivamente). Además, estas

plantas, no fueron protegidas frente a inóculos de 0,5 ug PVX/ml (las plantas que cxpresaban el

gen de cápside fueron resistentes a este inóculo).

Similarmcnle Cuozzo y col., (1988) obtuvieron plantas de tabaco que expresaban niveles altos de

transcripto antisentido de la cápside dc CMV. Estas plantas sólo fucron protegidas frente a bajos
niveles de inóculo.

En plantas transgénicas para el antisentido de TEV, Lindbo y col. (¡992) observaron un retraso

en la aparición de los síntomas asf como también una disminución en la severidad de los

mismos. Este grupo avanzó en el estudio del tema, ya que encontró que el virus era incapaz dc

multiplicarse en protoplastos derivados de estas plantas infectados con RNA viral por

clectroporación.

Hay varias propuestas acerca del mecanismo responsable de la protección observada con esta

estrategia, ninguna de ellas confirmada. Una posibilidad es que se formen hfbridos RNA/RNA

entre el RNA antisentido que se expresa constitutivamente en las plantas lransgénicas y RNA del

virus, que impidan la traducción y por lo tanto la multiplicación viral, y/o el ensamblaje de los

viriones. Otra alternativa es que el RNA antisentido compita con factores virales (como por ej la

replicasa) o del huésped, por la unión a zonas determinadas del RNA viral.

Ambas propuestas explicarfan la falta de protección frente a inóculos virales altos.

. Ex r i nde 'télites.

Se obtuvieron plantas de tabaco transgénicas que expresaban los cDNAs correspondientes a los

RNA satélites de CMV (Harrison y col. |987) y Tova (virus del manchado anillado,
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"ringspot", del tabaco ) (Gerlach y col. |987) bajo el control del promotor del transcripto de 358

del virus del mosaico del coliflor. Las plantas transgénicas no mostraron sintomas al ser

infectadas por CMV o TobRV respectivamente. Si bien la hoja inoculada presentó lesiones

necróticas, no hubo infección sistémica y la multiplicación viral, cuantificada por Northern blot

fue como minimo un 80% (generalmente un 95%) menor que cn las plantas control para CMV.

Estas plantas no resultaron protegidas al ser infectadas por virus no relacionados como el virus

del mosaico de la alfalfa, pero sf hubo una supresión de los síntomas (aunque no fue acompañada

por una disminución en la multiplicación viral) cuando las plantas fueron infectadas Con un virus

relacionado: el TAV ("aspermyvirus" del tomate ).

No se determinó aún el mecanismo por el cual la expresión del RNA satélite reduce la

replicación del virus parasitado y/o la severidad de los sintomas. Una posibilidad es que los

satélites y los virus parasitados compitan por la maquinaria celular necesaria para la replicación.

Otra propuesta es que el RNA satélite tenga actividad dc ribozima responsable de la reducción de

la multiplicación del virus parasitado por un mecanismo no descripto.

Esta estrategia tiene la ventaja sobre la diseminación de CMV conteniendo RNAs satélites que se

practica en China, de que las pérdidas en el rendimiento ocurren luego de la infección natural y

por lo tanto serán menores que aquellas en plantas no transgénicas. Del mismo modo, el RNA

satélite será transmisible sólo después de una infección natural.

El uso de este sistema para controlar la infección viral es limitado ya que hay pocos virus que

tienen satélites. Además, una posible desventaja de la transformación con cDNA satélite es que a

pesar de que el RNA satélite es benigno en la planta huésped, podría ser virulcnto en otras

especies o podria mutar a una forma virulcnta en Ia planta huésped, ya que los satélites benignos

y los virulentos difieren en unos pocos nucleótidos. Por último, en los casos en que se reducen

los síntomas pero no la multiplicación viral, la protección por satélites no impedirá la

diseminación del virus (Harrison y col. ¡987).

C Q.4) Expresión de la replicasa viral.

Se conoce con detalle la organización genómica del virus del mosaico del tabaco (TMV). Sin

embargo todavia no se ha determinado la naturaleza exacta de la replicasa, enzima responsable

de la síntesis de RNA genómico y subgcnómico. Generalmente se acepta que este virus codifica

para 4 proteinas; dos de ellas se traducen a partir del RNA viral y las otras dos a partir de sendos

RNAs subgenómicos. El extremo 5' del RNA genómico codifica para dos proteínas de ¡26 y ¡83

kl)a, que se consideran parte de la replicasa viral (Golemboski y col. ¡990). Estas dos proteínas

se inician en el mismo sitio y la más larga se produce por cambio de fase de lectura

("readthrough") del codón de terminación dc la más corta. Golcmboski y col. (¡990) sostienen



que hay ademas otra proteína de 54 kDa que está codificada en la parte del gen de la proteína de

l83 kl)a que no se cotnparte con la proteína de ¡26 kDa (desde la posición 3472 hasta la 4919).

La principal evidencia de la existencia de esta proteína es el descubrimiento de un tercer

subgenómico llamado l RNA cuyo extremo 5' fue mapeado en la posición 3405. Este

subgenómico contiene un marco abierto de lectura para una proteína de 54 kDa que comenzaría

en un codón de iniciación en la posición 3495. Sin embargo no se halló a esta proteína en tejidos

infectados. Con el objeto de atribuir una función a esta proteína de 54 kDa, Golemboski y col.

(¡990) obtuvieron plantas de tabaco transgénicas que expresahan esta proteina de la cepa Ul de

TMV. Las plantas transgénicas no presentaron sintomas ni permitieron la multiplicación viral,

cuando fueron desafiadas con inóculos de 500 ¡ig/ml de la misma cepa de TMV o 300 ¡ig/ml de

RNA viral (los más altos testados). No se detectó a la proteína en las plantas transgénicas. No se

observó resistencia frente a la infección con las cepas U2 o L de TMV o frente a la infección por

CMV. Experimentos preliminares con plantas transgénicas que expresahan un antimensajero de

esta proteína, no mostraron resistencia. Si bien en este trabajo no se hicieron experimentos

comparativos, en reportes anteriores Powell-Abel y col. (l986), encontraron que 4 de 7 plantas

transgénicas para la cápside de TMV mostraban signos de infección cuando eran inoculadas con

0,5 ¡ig/ml de TMV. Esta fue la primer evidencia de que una protefna no estructural podfa

conferir resistencia a la multiplicación viral.

Recientemente Braun y col. (¡992) informaron que plantas transgénicas para el gen de la

replicasa de PVX eran resistentes a la infección por ese virus. Se cree que el ()RF l codifica para

la replicasa viral ya que contiene varios dominios conservados que están presentes en otras RNA

polimcrasas RNA dependientes. En este trabajo se encontró que tanto las plantas que expresahan

el ()RF l completo como las que expresahan la secuencia 5' NC y los primeros 674 codones del

()RF l eran altamente resistentes a la infección por PVX. Plantas que expresahan el tercer y

cuarto cuarto del ()RF l, que contenfan un motivo de unión a NTP y un motivo Gly-Asp-Asp

que participa en la función catalftica de la replicasa respectivamente, no fueron protegidas frente

a la infección por PVX. Las plantas resistentes presentaron menor número de lesiones locales y

una menor acumulación de virus en la hoja inoculada y en las hojas que estaban por encima del

sitio de inoculación. La planta más resistente por expresión del ()RF l fue siguil'icativamente

mas resistente en cuanto a reducción del número de lesiones y multiplicación viral que la planta

mas resistente por expresión de proteína de capside, usando tanto PVX (5 ug/ml) como RNA

PVX (5 ¡tg/ml) como inóculo viral. No hubo correlación entre los niveles de expresión y el grado

de protección. Este proceso, si bien es conocido es poco comprendido (Lawson y col. |990). Al

igual que en el trabajo anterior, no se pudo detectar la protefna. Dado que el mRNA del ()RF l

es estable y que este RNA una VC'I.traducido in virrn produce un polipeptido del tamaño

correcto, los autores suponen que la proteína esta presente pero en niveles por debajo del lfmite
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de detección ((),()()2%de las proteína extrafbles totales). También existe la posibilidad de que la

proteina no sea estable en las plantas transgénicas (por la falla de alguna proteina viral o una

secuencia estabilizadora en el genoma viral, o debido a una respuesta en el huésped que reduzca

los niveles de esta proteina). Es importante determinar si la proteína (aún en concentraciones

bajas) o el RNA son responsables de la resistencia.

Para asegurar la existencia del huésped y del patógeno, tanto las plantas como los virus que las

infectan tienen varios mecanismos biológicos para controlar o regular el grado (le la infección.

Por ejemplo el bacteriófago R l7CP autorregula la expresión (le la replicasa uniéndose al

templado y por lo tanto impidiendo la subsiguiente traducción de esta proteína (Bernardi y col.

1972). Kiho y col. (¡984) observaron un control similar en su estudio de una cepa atenuada de

TMV. La infección con esta cepa protege frente a infecciones posteriores (le TMV. El virus

atenuado se replica normalmente durante 4 dfas y luego su replicación se detiene. A este

fenómeno se Io llamo autorregulación y se propone que es debido a la sobreproducción de la

replicasa de l83 kDa. Basándose en esto, Braun y col. (¡992), propusieron que Ia expresión

constitutiva del ()RF l de PVX en plantas transgénicas podria interferir con la infección viral

por alguno de los siguientes mecanismos:

* Una concentración anormalmente alta de Ia proteína codificada por el ()RF l podría

contrarrestar a un inhibidor de autorregulación.

* La proteína codificada por el ()RF l podría unirse al RNA viral e inhibir o Ia transcripción de

otro gen viral o el cmpaquetamiento del RNA viral.

* La sobreproducción de esta proteina podría titular factores del huésped que normalmente

participan en el complejo de replicación viral. También existe la posibilidad de que la replicasa

que expresan estas plantas no sea la forma mas activa posible (el clon usado tiene una

infectividad del 0,2% con respecto a la del RNA viral completo).

* Se podrian formar híbridos RNA-RNA entre el RNA codificado en el transgén y el RNA viral

negativo que afecten dramáticamente la replicación. En este caso la molécula responsable de

conferir resistencia a PVX es el RNA y no la proteína codificada por el ()RF l.

C 6. 5) Expresión de la nucleocápside:

El virus del marchitamiento moteado del tomate pertenece al grupo de los Tospovirus. De

manera similar a los Bunyavirus animales posee una envoltura Iipl'dicacon espfculas de

glicoprotefnas protruyentes. Su genoma es tripartito de polaridad negativa. Recientemente dos

grupos (Gielen y col. |99|; MacKenzic y col. ¡992) obtuvieron plantas de tabaco transgénicas

que expresaban la nucleoprotefna viral bajo el control del promotor (le 358. Usando una

constnlcción en la que el ATG y el marco de lectura del gen de la nuclcoprotefna estaban
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alterados por mutagónesis dirigida, (le Haan y col. (|992), demostraron que la resistencia se (lehe

a la presencia (le RNA (+) de la nueleoprotefna y no a la nucleoprotefna por st misma. Las

plantas fueron resistentes a la inoculación mediada por el vector natural mas importante,

Frank/iniella ncridentallís (Pcrg). No mostraron resistencia a otros tospovirus que comparten,

sin embargo, un 80% (le homologta nucleotltlica. Los autores propusieron que la multiplicación

viral estaría impedida por interacción RNA-RNA. Alternativamente (o ademas) el RNA

antisentido potlrla competir por lactores virales o (lel huésped, como por ejemplo factores

requeridos para la replicación viral.

C 7) Objetivo:

Obtención (le plantas (le papa (le un cultivar (le uso local (lluinkuI-MAG) resistentes a la

infección por el virus del enrollamiento (le la hoja (PLRV) por expresión (le la proteína (le

cápside viral.

Para ello es necesario poner a punto la tecnica (le transformación (le papa por Agr-nlmrre'rimn

rmanaciens para este cultivar y, por otro lado. clonar el gen (le cápsidc (le PLRV y construir un

vector adecuado para la transformación.



D) OBTENCIÓN DE PLANTAS DE PAPA RES_ISI_ENTESA INSECITQQI’OM

EXPRESIÓN DE LA DELTA-ENTOMOTOXINA DE BACILLUS THU INGIENSIS:

D l) Introducción:

La agricultura moderna utiliza una amplia variedad de insecticidas, la mayoría de los cuales son

sintetizados químicamente. Desde hace aproximadamente 35 años se utilizan ademas

bioinsecticidas comerciales basados en la toxina producida por Barillus Ihuringicnsis. La

actividad insecticida de estos compuestos reside en cuerpos de inclusión cristalinos que se

producen durante la esporulación de la bacteria, compuestos de proteinas llamadas delta

entomotoxinas, que son tóxicas para una gran variedad de insectos. l,os cristales se disuelven en

las condiciones alcalinas del intestino del insecto liberandose proteinas de entre 27 y l4ll kDa

que a su ve7.son clivadas por proteasas intestinales dando lugar a fragmentos tóxicos pequeños.

Estos fragmentos se unen a sitios receptores altamente especificos en el epitelio intestinal,

generando poros. Se rompe el balance osmótico y se produce lisis celular.

Entre las ventajas de las toxinas de BT sobre los insecticidas químicos se encuentran;

l) Son altamente especificos, por loque mediante su uso se pueden controlar determinadas

plagas sin afectar a otras especies.

2) Su bajo costo de desarrollo.

3) Su carencia de efectos perjudiciales sobre otros animales (mamíferos , aves), sobre los

operarios en el campo, los consumidores y el medio ambiente.

4) No es necesario un período de carencia permitiendo su uso poco antes de la cosecha.

La aplicación de estos productos comerciales tiene sin embargo dos caracteristicas que limitan su
uso:

l) Son inestables a campo por lo que son necesarios varios tratamientos al año. Asimismo no se

pueden almacenar durante largo tiempo.

2) Dependiendo del tipo de plaga que se desee controlar, pueden no ser efectivos aún contra

insectos sensibles a la toxina. Tal es el caso de las polillas del tomate y de la papa

(Smbipalpuloides absolqu (Meyrick) y Phrnhnrimaea operen/ella (Zeller)) que son

microlepidópteros minadores. Dado que se alimentan de mesófilo, y que las esporas de la

bacteria quedan sobre la epidermis (el producto no tiene poder de penetración), las larvas no las

ingieren y, por Io tanto, no son afectadas.

3) El uso de estos bioinsecticidas es un problema en paises como Japón donde la liberación

masiva de esporas es una amenaza para la industria textil que se vale del gusano de la seda, que
es sensible a BT.



4) La presencia de esporas en las formulaciones es un inconveniente para la comercialización de

los productos basados en bacterias recombinantes dado que introducen consideraciones

adicionales en cuanto a Ia seguridad ambiental.

Como contrapartida, la producción de plantas transgénicas que expresen la toxina de Bud/lux

rliin'ingiensis es una alternativa válida e interesante para obtener plantas resistentes a insectos.

D 2) La toxina de BT como insecticida biológico.

Históricamente, las cepas de BT han sido clasificadas cn base al antígeno flagelar (o antígeno H)

de las células vegetativas en 34 subespecies. Recientemente las toxinas de BT se han clasificado

por su estructura, antigenicidad y espectro de actividad insecticida en los grupos: Cry l, Cry ll,

Cry llll y CrylV, específicos contra lepidópteros, Lepidópteros y Dtpteros, Coleópteros y

Dl'pteros respectivamente.

El dominio tóxico ha sido localizado en la mitad amino terminal de la protoxina. Así, el gen th

de Bacillus rhuringiensis subesp. Berliner i7i5, codifica para l ISS aminoácidos; el fragmento

mas pequeño capaz de retener completamente la toxicidad corresponde a los primeros 607

aminoácidos (Vaeck y col. ¡987). Lambert y col. (¡992) estiman que hay alrededor de 4000

cepas de BT aisladas, Ia mayoria de las cuales forman parte de colecciones privadas. Muchos dc

estos aislamientos producen varias toxinas diferentes.

Se estima que las ventas de insecticidas ascienden a unos 6 billones de dólares anuales en el

mundo. Los productos basados en BT dan cuenta de l()() millones anuales (o sea

aproximadamente el 1,6% del total). El 57,2% de estos uSs lt)() millones corresponden a

Norteamérica, el 24% a Asia oriental y el 8,1 % a Centro y Sudamérica (Lambert y col. ¡992).

Estos productos comerciales se aplican a razón de ¡(l a 50 gr/acre (IO20 molec/acre) y son 300

veces más potentes que los piretroides sintéticos (3x1022 molec/acre) y 80.000 veces más que

los organot'osforados (8x1024 molec/acre).

La primer toxina de BT fue clonada en 198! a partir de la subespecie kurstaki HD-l-Dipel por

Schnepl'y col. (|98|).

D 3) Plantas insecticidas.

La primer planta transgénica para el gen de la toxina de Bacillus rhm‘ingiensis fue obtenida por

Vaeck y col en ¡987. A partir de allí, han obtenido plantas de tomate (Fischhofr y col ¡987;

Barton y col ¡987; Delannay y col. ¡989). algodón (Perlak y col. ¡990; Wilson y col. ¡992) y

papa (Pcferocn y col. ¡990) resistentes a insectos como gusano del capullo, taladrador europeo

del maiz y escarabajo de la papa de Colorado.
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En los primeros trabajos, se intentó expresar el gen que codifica para la toxina (le B'l' completo.

Vaeck y col. (¡987), hallaron que la expresión la proteina completa era lt) veces menor que la

expresión (lel fragmento toxico solamente (los primeros (>07aminoácidos). Barton y col. (¡987).

observaron que callos que expresahan la toxina completa, se tornahan necróticos y morían, por

loque concluyeron que la expresión (le la endotoxina (le BT era letal a las celulas (le la planta.

Todos los trabajos posteriores trabajaron entonces con el gen (le la toxina truncado.

Las principales plagas del algodón (lle/¡(iris zm.- gusano del capullo (le algodón o gusano (le la

fruta (le tomate; Helinris viresrms: gusano de los hrotes de tabaco; Perrinnplmra gnxxypiel/u:

lagarta rosada), son menos sensibles a la toxina (le BT que otras plagas. Esto trajo como

consecuencia que se hicieran varios intentos para mejorar los niveles de expresión de la toxina (le

BT en este cultivo. Perlak y col. (¡990) introdujeron mutaciones en el gen de manera (le

modificar el uso (le codones (le este gen hacteriano y hacerlo asi mas parecido al uso de cotlones

cn plantas. Tambien introdujeron camhios en regiones con presunto rol regulatorio y en regiones
(le manera tal de eliminar estructuras secundarias del mRNA.

En la tabla 2 se listan los trabajos publicados hasta el momento.



Tabla 2:

autores especie trasnl. especie controlada construcción utilizada

Vaeck ¡987 tabaco Mundua: sex/u PTRZ': gen truneado (le suhesp.
Berlincr l7l5.

ÍÍPÍÍOIÍSzm

Barton ¡987 tabaco lle/¡(His virm‘r'ms P358: gen truncado* (le suhesp.

.S'pmlopreraexigua Kurstaki.

Manr/um sexta

Fischhofl 1987 tomate ¡[Mimix virescens P358: gen truncado* (le suhesp.

Heliolis zea Kurstaki.

Manduca .vt’xla

Delannay ¡989 tomate a campo ¡[elinris zm MAS: gen truneatlo* de suhesp.

Keifería Iycopersicclla Kurstaki.

Trir'hoplusia ni

Pcrlak ¡990 algodón Spnrlnprr’ra miguu P358: gen truncado* y moditlicado*’l

Helioris zea de subesp. Kurstaki.

Manr/um sexta PTR2': gen truneado* de suhesp.

Peferoen 1990 papa Phyhorimaeu opm'culella Kurstaki.

Pm'rinophnra gossypit’lla

Wilson 1992 algodón a campo Bm‘tfulalrixrhurbcriella P358: gen truneado* y modificado“

Esligmem' aerea de subesp. Kurstaki.

P358: gen truneatlo* y modificarloM

Koziel l993 maíz a campo Osrrinia nuhilalís de suhesp. Kurstaki.

P358: promotor del transcriplo (le 358 del vinls (lcl mosaico (lel coliflor.
MAS: promotor de la manopina sintctasa.
l’l'RZ': promotor del gen 2' de 'l'R DNA.
"' lucluyc la porción N-terminal tóxica: entre los aa l y 6l2, 6l0 ó 645 según cl caso.
"‘"Las modificaciones no afectaron la secuencia de aa. lncluycron alteraciones cn el uso dc CtKIthS.
cambios en regiones con presunto rol regulatorio y cn regiones (le maucm tal (le eliminar estructuras
secundarias del mRNA.
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Ventajas del sistema:

a) Protección en zonas donde el insecticida no llega como raices, tubérculos, hojas poco

accesibles, brotes surgidos luego de la aplicación del insecticida.

b) La toxina está siempre presente en el cultivo; el agricultor se independiza de los costos de

fumigacion (que en casos como el algodón donde se requieren varios tratamientos por cosecha

estos costos igualan al costo del insecticida en si), y de tener que relevar cl campo para

determinar el momento apropiado para lumigar.
Entre las limitaciones del sistema se encuentran:

l) Lograr niveles de expresión suficientes para matar rapidamente a las larvas. La búsqueda y

caracterimción de nuevos promotores ayudara a superar este inconveniente.

2) Posibilidad de que la seleccion de insectos resistentes vea facilitada por una mayor presión

selectiva que hasta el presente.

3) Restricciones en la liberacion de organismos modificados por ingeniería genética al ambiente.

En muchos paises es lenta y engorrosa. Muchos paises carecen de legislación.

La selección de insectos resistentes a insecticidas es uno de los más grandes problemas de la

agricultura. En la actualidad existen mas de 500 especies de insectos resistentes a insecticidas

sintéticos. Durante mucho tiempo se penso que la posibilidad de que aparezcan insectos

resistentes a la toxina de BT era remota. En ese tiempo se creia que el mecanismo de acción de

la toxina era más complicado de lo que en realidad es. l-loy se sabe que el modo de acción de BT

provee varios puntos en los cuales cambios fisiológicos o de comportamiento podrían dar lugar a

resistencia. Se han identificado 8 especies que adquirieron resistencia a BT. En PIm/¡a

interpuncrella y Plutella xylosrella la resistencia se debe a cambios en la afinidad de los sitios de
unión de la toxina en el intestino del insecto. En otros casos no se determinaron las causas de la

resistencia pero podrían deberse a cambios en el pll intestinal o en enzimas que afecten la

disolución y activacion del cristal en fragmentos tóxicos más pequeños.
Dado el lento desarrollo de insecticidas sintéticos la administracion cuidadosa de las toxinas de

BT es muy importante.

La administración de la resistencia es un esfuerzo para prevenir o retrasar la adaptación dc

insectos a insecticidas o a los mecanismos de defensa de las plantas. Puede verse como

administración de un recurso genético igual que otros recursos renovables como el suelo, agua,

minerales o bosques, salvo que el objeto de la conservación son los genes o alelos de

susceptibilidad.

El desarrollo de plantas transgénicas es una nueva manera de presentar la toxina a las larvas de

los insectos. Tiene mucho en común con cl control de pestes a traves de metodos de cruzamiento

tradicionales para desarrollar plantas resistentes. A pesar de que este es un metodo aceptado para
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proteger cultivos dc insectos. se necesitan desarrollar estrategias adecuadas para conservar y

prolongar los beneficios de tales plantas resistentes.

Las estrategias propuestas ( McGaughey y col. |‘)‘)2) incluyen:

l) Rotación entre toxinas de BT y otras toxinas. insecticidas o estrategias de control. Este

enfoque apunta a la restauración de la susceptibilidad cuando la presión de selección es

discontinua; asume que la adquisición de resistencia conlleva un costo adaptativo y que en

cuanto se reduzca la presión de selección, habrá una reversión hacia susceptibilidad.

2) Uso dc mezcla de toxinas. En general la resistencia es mas durable. El uso de mezclas no es

necesariamente mejor que el uso secuencial de dos toxinas o la mezcla de individuos que

expresan dos toxinas distintas (una cada uno) o Ia rotación entre plantas que expresan distintas

toxinas. La resistencia cruzada entre distintas toxinas de BT podría reducir Ia factibilidad de que

Ia mezcla dc toxinas logre retrasar la aparición de resistencia a la toxina. Sin embargo se han

detectado varios casos en los que hay heterogeneidad en los sitios de unión de las distintas

toxinas al intestino de diferentes especies de insectos. En estos casos, el uso de mezclas de

toxinas, seria una herramienta eficiente.

3) Desarrollo y mantenimiento de refugios para asegurar la supervivencia de los insectos

susceptibles. La mezcla de plantas trasgenicas resistentes con plantas susceptibles es una

alternativa para insectos poco móviles.

D 4) Insectos minadores.

Las especies de polillas que afectan a la papa pertenecen a la familia Gelechiidae (lcpidóptera).

De las tres especies que se conocen, PhIhm-imucm operen/ella (Zeller) es de distribución

cosmopolita; SCrobipalpulnides absoluta (Meyrick) está eircunscrita a los paises del sur de

América del Sur y Scrobipalpnpsis snlanivnra (Povoluy) ha sido reportada en Guatemala y
Costa Rica.

Scrnbipalpulo¡(les absoluta (Meyrick) ataca principalmente a tomate (polilla del tomate) y

constituye uno de los problemas fitosanitarios mas serios de este cultivo en Chile (Ripa ¡98 l;

Larrain y col. l986) y Argentina. Desde |98| se detectó también en Brasil (Moraes y col. ¡982).

Los adultos colocan los huevos imlividualmente tanto en el haz como en el envós de la hoia. Al

eclosionar, las larvas se introducen en la hoja elaborando galerías que se extienden en área y

longitud a medida que el insecto se alimenta y crece. lín un comienzo se nota una pequeña

mancha que se alarga conformando a menudo minas del tipo "serpentiforme". Con el tiempo

siguen agrandándosc hasta abarcar gran parte del follolo: se forman asf minas del tipo "Iacunar".

En los ataques intensos todo el tejido parenquimatico de la hoja puede desaparecer, quedando
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sólo restos de nervadura, de ambas epidermis (superior e inferior) y acumulaciones de

excrementos, especialmente en los orificios de entrada y salida dc la galería (Vargas ¡970).

En ensayos a campo, Ripa (¡98 l) observó que los productos comerciales Biotrol Xk® y Biotrol

p|us®, que contienen esporas de la subespecie Berliner de BT no tuvieron efecto significativo

sobre larvas de Sernhip(llpulni(/€s absoluta (Meyrick) que infectaron plantas de tomate.

Tambien en ensayos a campo, Moore (|984) demostró que la aplicación de el producto

comercial Dipe|®, que contiene esporas de la subespecie Kurstaki HD-Dipcl de Bari/lux

rlnn'ingimsis, no presentaba efectos significativos en cuanto al daño foliar producido y al

nt’tmerode larvas de SembipaI/m[vides absoluta (Meyrick) encontradas en plantas de tomate.

D 5) Objetivo:

El objetivo de esta parte es demostrar que Ia expresión de la toxina de Barillus rhm'ingir’nsis

(BT) es un metodo efectivo para controlar la infección de papa con larvas de la polilla del

tomate, Sc‘rnbipalpuloidt’xabsoluta, (Meyrick). que causa serias perdidas económicas en tomate.

Debido al hábito alimenticio de la larva y al modo de acción de los insecticidas como el Dipc|®

basados en BT, este Lepidóptero minador de hoja, no puede ser controlado por este tipo de

productos muy usados para controlar otros insectos (especialmente Lepidópteros).



E2OBTENCIÓNDE PLANTASDE PAPARESJSTENTESmitigarugmsúo“
EXPRESlÓN DEL GEN BAR:

E l) Introducción:

El uso de herbicidas para reducir las perdidas en el rendimiento de cultivos debido al crecimiento

de malezas, es una práctica común en la agricultura. Como consecuencia, hay una contínua

búsqueda de herbicidas nuevos que sean inocuos para los animales, el hombre y el medio
ambiente.

La dificultad reside en que en general los herbicidas son totales, es decir "no distinguen" entre

malezas y el cultivo deseado. La obtención de plantas transgénicas resistentes a herbicidas. se

mostró como una herramienta útil en la solución de este problema.

llay 3 estrategias principales para la obtención de plantas resistentes a herbicidas:

a) Plantas transgénicas que expresen formas mutadas de la proteína blanco del herbicida, de

manera que esta proteína siga activa para realizar su función específica pero sea insensible al

herbicida. De esta manera se han obtenido plantas productoras de una forma alterada de la

enzima acetolactato sintetasa, las que resultaron resistentes a sulfonilurea e imidazolinona

(Chaleff y col. |985; Shaner y col. l985). Otro ejemplo del uso de esta estrategia es la obtención

de plantas de tabaco transgénicas para una forma mutada del gen am A (que codifica para una

enzima que interviene en la síntesis de aa aromáticos), que mostraron ser tolerantes al herbicida

glifosato (que se vende comercialmente como Roundup®) (Comai y col. ¡985).

b) Plantas transgénicas que sobreproduzcan la proteína blanco del herbicida. Se ha demostrado

que la sobreproducción de la enzima codificada por el gen am A confiere tolerancia al glifosato

a plantas de petunia (Shah y col. l986).

c) Plantas transgénicas que expresen una enzima capaz de inactivar al herbicida.

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

ampliamente utilizados.

La fosfinotricina (PPT) es un análogo del ácido L-glutámico y, por lo tanto, es un fuerte

inhibidor de la glutalnina sintetasa (GS). Esta enzima juega un rol central en la asimilación de

amonio y en la regulación del metabolismo del nitrógeno en plantas. Es la única enzima capaz de

detoxificar el amonio liberado por la reducción de nitratos, degradación de aminoácidos, fijación

simbiótica de N2 y fotorespiración. La inhibición de la GS por la fosfinotricina causa una rápida
acumulación de amonio, lo cual conduce a la muerte celular. La fosfinotricina es sintetizada

químicamente y se vende comercialmente como "Basta®", lloechst A0., Alemania.



[ElBialaphos consiste en l’P'l' unido a dos residuos de l,-alanina. listos residuos son removidos

por peptidasas endógenas, liberándose PPT. Es producido por Srrvprmnyrvs hygmxmpirus por

fermentación. Se vende comercialmente como "llerhiace®", Meiji Seika l,td., Japón.

Normalmente se aplican entre 2,5 y 7,5 Ilha de estos productos para cl control de malezas a

campo (De Block y col. ¡987).

.S‘nrpmmycmhygrosr‘npicux produce varios antibióticos además de Bialaphos. Esta bacteria ha

desarrollado una serie de mecanismos para evitar la toxicidad de sus propios productos. lintre

ellos está la producción de fosfinotricina acetil transferasa (PAT), enzima que acetila el grupo

amino libre de la foslinotricina, inactivandola. lil gen bar que codifica para esta enzima fue

clonado por primera vez por Murakami y col. en ¡986. Su utilización en plantas pertenece a la

estrategia c) de las antes mencionadas.

llasta cl momento se han obtenido plantas de tabaco y papa (De Greef y col. ¡989), alt'all'a

(D'llalluin y col. ¡990) y remolacha (D'llalluin y col. |992) resistentes a fosl'inotricina por

expresión del gen bar.

(Ïomo ya se mencionó, hay una continua búsqueda de Imtrcadorcs de seleccion útiles en plantas.

Si se desea introducir mas de un gen en una planta, Io mas simple es hacer una retransl‘ormacion

de una planta ya transformada. listo obviamente requiere el uso de dos marcadores de selección

independientes. La fosfinotricina acetil transfcrasa codificada por el gen ¡mr ha sido usada como

marcador de selección en protoplastos de papa de los cultivares europeos llintje y Dósiróe (De

Block y col. ¡987). Un objetivo adicional de Ia obtención de plantas de papa del cultivar

lluinkuI-MAG transgénicas para el gen bares la evaluación de esta enzima como marcadora de
selección en este cultivar de interés.

E 2) Objetivo:

(Ion el objeto de poner a punto la utilización de marcadores de selección alternativos a los

aminoglucósidos para la transformación de cultivares locales de papa y por la importancia per se

de obtener plantas resistentes a herbicidas en un cultivo de características intensivas con

problemas dc malezas como es la papa se transformaron plantas con un gen capaz de conferir
resistencia al herbicida total fosfinotricina.
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Materiales y Métodos



l) Reactivos:

Salvo indicación todos los reactivos fueron de Sigma Chemical Co., Aldrich. Fluka o (Jihco­

BRL. Las enzimas de modificación del DNA, de New England Biolahs, Gihco-BRL, Promega

Biotech o de LKB-Pharmacia. Las membranas de nitrocelulosa (BA 83) o de Nylon (Nytran

0.45), de Schleicher & Schuell. Los radioisótopos, de New England Nuclear.

g) Genotipos vegetales empleado _:

Las plantas de Solanum mbemxmu cv. lluinkul-MAG y Spunta fueron suministradas por el Ing.

Agr. Osvaldo Lucarini in vilm y fueron micropropagados como se indica. lluinkul-MAG es un

cultivar desarrollado por lo que fue despues el programa de mejoramiento del INTA-Balcarce.

Se trata de una papa redondeada que fue muy cultivada en el pasado y aún es la segunda en

importancia en Argentina. Es apreciada por su mayor calidad respecto al cultivar Spunta. leiste

último es de origen holandés y es el de mayor importancia en la Argentina. [Elcultivar Alpha es

el de mayor importancia en México y fue suministrado por la Dra. Ailcen ()'Connor

(ClNVES'l'AV-lrapuato. México).

Las plantas de Nimriana raharmn transformadas con el vector pM()N9749 fueron suministradas

por el Dr. Luis llerrera Estrella (ClNVESTAV-lrapuato. México).

Las plantas de Nicnrianu rabncmn var. Xanthi fueron suministradas por Ia Dra. Silvia Cabral,
lNGEBl-CONICET.

Los tubérculos de Solanum Iubemsum cv. Spunta fueron suministrados por la empresa

Diagnósticos Vegetales, Mar del Plata, y por el Ing. l. Butzonitch, INTA-Balcarce.

3) Transformación de papa:

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

El cultivar lluinkul-MAG de Solanum rubemsmn se micropropagó en el medio PS (Tcndille y

col. 1974) cuya composición se detalla en la tabla 3, suplementado con las vitaminas de

Murashige-Skoog (MS, Murashigc-Skoog |962). Se utilizaron tuhos dc vidrio de 2,5 cm de

diámetro y lS cm de largo. Se cultivaron en cámaras de cría reguladas a 22 "C hajo un

fotoperfodo de |6 hs lu7.(5000 lux) - 8 hs oscuridad.
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Los cultivares Alpha y Spunta de Solanum rulmmxmn se micropropagaron en el medio MSS

(Murashige-Skoog con sacarosa. ver tahla 3) suplementado con las vitaminas de MS, en las

mismas condiciones que las plantas del cultivar iluinkul-MAG.

La variedad Xanthi de Nic-mima: [(IÍNK'Hmse micropropagó en medio MSS suplemenlado con las

vitaminas MS, en Magentas® de Sigma. Las plantas se cultivaron en un cuarto de cultivo a 25

"C, sometidas a un fotoperl'odo de ¡6 hs luz-8 hs oscuridad.

Las plantas de tabaco transformadas con el vector pM( )N9749 se micropropagaron en

Magentas® de Sigma en medio MSS, suplementado con vitaminas MS y cefotaxime 500 ¡Ig/ml,

ampicilina l()() ing/ml y kanamicina ¡00 ¡ig/ml, hajo las mismas condiciones que el tabaco sin
transformar.

El mapa del vector pM()N974() se muestra en la siguiente figura.

Figura 4:

I) Promotor del transcripto 358 del vinis del mosaico del coliflor (P358). 2) gen Mid/1(codifica para la [i
-glucuronidasa). 3) tcnninador. 4) zona de homologia con el plasmido 'l'i. 5) origen (lc replicación de
pllR322. 6) borde derecho. 7) gen que codifica para la espectinomicina l cstreptomicina adenosil
transferasa (confiere resistencia a cspcctinomicina y cstreplomicina) (ch tranSposón 'i'n7. 8) Promotor
NOS (nopalina sintelasa). 9) gen nm (codifica para la neomicina fosfotransl'erasa). IO)tcnninador NOS.
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Tabla 3:

COMPUESTO PS ( mg/I ) MSS (m ll)

*Macmclcmcnlns

NH4N03 536 ¡650

KN03 2690 ¡900

KHZP04 274 ¡70

MgS()4. 7H2() 419 370

MgSO4 (anhidro) no conlicnc ¡80,7
CaCI2.2I ¡20 no cnnlicnc 440

KCI 350 no conlicnc

CZl(N()3)2 300 nn conlicnc

COMPUESTO PS ( mg/l ) MSS (¡mg/l)

*Micmclcmcnlos:

“3803 6,2 6,2

MnS()4. ¡120 22.3 ¡6,9

ZnS()4. 7HZO 8,6 8,6

Kl 0,83 0,83

NzI2M004. 2H20 0,25 0,25

CuS04. 5|]20 0,025 0,025

C0C12. GHZO 0,025 0,025

*Fc-EDTA:

Na2 EDTA. 2HZ() 37 37,3

F0804. 2H20 28 27,8

*Sacarosn ¡0 g/I 20 g/l

*Agar 6 g/l 6 g/l



La composición de las vitaminas MS (500 x) es la siguiente:

Piridoxina 250 mg/l

'l'iamina 50 ing/l

Ac nicotfnico 250 mg/I

3. 2) Transformación de discos de hojas de papa por Agrohactcrium:

El protocolo utilizado es una modificación del de Rocha - Sosa y col. (¡989). según se describe

en del Vas y col. (l992).

Las hojas a transformar se obtuvieron (le plantas de 4 semanas de edad. Las plantas deben tener

buen aspecto general y hojas verde oscuro totalmente extendidas.

Se hirieron las hojas haciendo un corte perpendicular al pecfolo con un bisturí afilado. Se

colocaron aproximadamente ¡4 explantos eon el enves hacia arriba en una caja de Petri que

contiene lt) ml de medio P liquido con sacarosa 2%.

Se inició el cocultivo, agregando 30 ul de un cultivo de Agr'nluu'n'rimn en l'ase logaritmica

tardía. Se incubó a 22 oC, a baja intensidad (le luz, durante dos días.

Se colocaron los explantos, por separado, en tubos con sales de MS, glucosa l% en el caso del

cv. Huinkul-MAG ó 1,6% en el caso de los cultivares Alpha o Spunta, agar 0,6%. cefotaxime

300 ug/ml, zeatina 2 ug/ml, kanamicina 50 ug/ml. pll 5,7. Se subcultivaron los explantos en

medio fresco cada semana. Al cabo de un mes se redujo la concentración de cefotaxime a |5()

pg/ml.

Las hormonas y los antibióticos se añadieron al medio luego de autoclavarlo. La zeatina se
disolvió en dimetilsullóxido.

Cuando se díl'erenciaron brotes de unos 0,5 cm de alto, se los separó del explanto inicial con

bisturí y se los transfirió, individualmente, a tubos con el medio P de micropropagación (en el

caso del cv. HuinkuI-MAG) o al medio MS de micropropagaeión (en el caso de los cultivares

Alpha ó Spunta). En todos los casos el medio contuvo ¡50 tng/ml de cefotaximc para evitar la

proliferación no deseada de Agmhacrm'ium y St) ¡ig/ml de kanamicina como medio selectivo

para plantas transformadas.

3.3) Regeneración de plantas (le papa a partir de tubércqu :

Este protocolo es una adaptación del publicado por lloekcma y col. en ¡989. Se utilizaron mini

tubérculos libres de virus obtenidos en invernadero. Se lavaron exhaustivamente con cepillo y

detergente. Se pelaron. Se trataron con alcohol 70% durante un minuto (este tratamiento
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favorece la entrada posterior (le la lavandina), y luego con hipoclorito (le sodio 1,2% y Tween-Zt)

0,1% durante 35 min. Se hicieron 4 lavados de media hora cada uno con un gran volumen (le

agua estéril. Con la ayuda de un sacahocatlos dc 9 mm de diámetro, se retiró la parte central del

tuhórculo y se la cortó en rodajas (le unos 2 mm de espesor. Sc colocaron las rodajas en un

medio que contiene las sales y vitaminas (le MS, sacarosa 3%, (¡gar 5,5 g/I pll 5,8, suplementado

con (los hormonas, una auxina (ácido indo|acótico, AIA) y una citoquinina (7.eatina). Las

concentraciones con las que se trabajó se detallan en Resultados.

Se transfirieron los brotes regeneratlos a un medio de enraizamiento cuya composición se detalla
a continuación.

Medio dc enraizamicnto:

* Macroclcmcntos del medio (le Murashige-Skoog diluidos al medio.

* Vitaminas (mg/I):
lnositol l()()

Pantotenato de Ca l

Biotina (),()l

Ac. Nicotfnico |

Piridoxina I

Tiamina l

Sacarosa lt) gr/I.

pH 5,8.

3.4) Cepas de Agrobaclerium utilizadas :

I) Para la puesta a punto de la transformación de lluinkul-MAG se utilizó la cepa GV2260

(Dehlacrc y col. |985) de Agrolmcterium rmnefm'ims que lleva el vector hinario pGUS-inl

(Vancanncyt y col. ¡990) que contiene cl gen uid A que codifica para la B-glucuronidasa (GUS)

interrumpido por un intrón introducido artificialmente, bajo el control del promotor constitutivo

del transcripto (le 358 del virus del mosaico (lel coliflor. Este vector lleva también el gen nm

que codifica para la neomicina fosfotransferasa (NPTII) hajo el control del promotor de la

nopalina sintetasa. El plásmido fue gentilmente cedido por el Dr. L. Willmitzcr, Max Planck

Institut, Berlt'n.



2) Para la transformación de la variedad mexicana Alpha dc Snlunmn mhm'ns'um, sc utilizó la

cepa de Agrnlmclvrium rumefiu'ims LBA4404 (pAl,44()4) (Hockema y col. ¡983) que lleva el

vector pBTl. Se trata de un vector que contiene un fragmento del gen ¡"2 que codifica para el

extremo Nll2-terminal de la toxina de Ia var. Berlincr l7 | 5 de Bari/lux Ihuringimvix bajo el

control del promotor P'l'RZ' y el gen nm (NP'I' ll) que confiere resistencia a kanamicina bajo el

control del promotor PTRI'. En la figura 5 se muestra un esquema del vector pBTl. Este vector

fue gentilmente cedido por el Dr. A. Mentabcrry, lNGEBl-CONICE'I‘.

3) Para la obtención de plantas transgénicas para el gen bar se utilizó la cepa LBA4404

(pAL4404) de Agmbacrerium IlllllefllCÍWlSque lleva el plásmido pGVl()4(), el cual se muestra en

la figura ó. La cepa fue gentilmente cedida por el Ing. Agr. Daniel Moriconi, Laboratorio de

Biotecnología, Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Córdoba.

4) Para la obtención de plantas transgénicas para el gen (lc cápside de PLRV, se utilizó Ia cepa

LBA4404 (pAL 4404) de Agrobacterimn tunrqfaciens que lleva el plásmido pBlcpPLRV cuya
construcción se detalla en Resultados.

En todos los casos las bacterias se cultivaron a 28 "C con agitación en medio YEB + 2 ml/l de

MgS()4 lM + antibióticos adecuados durante 24 hs.

La composición del medio YEB es la siguiente:

5 g/l extracto de carne, l g/l extracto (le levadura, 5 g/l peptona, 5 g/I sacarosa.

Los tres primeros componentes fueron de la marca Dilco.

Figura 5:

Illnd Ill

Illnd Ill

l) llordc derecho. 2) 'I‘-I)NA. 3) tcmlinador del gen 'l'7 (le p'l'iAó. 4) gen hr 884 (codifica pnra el
fragmento tóxico (le la ctltomotoxinn (le ¡facilqu ¡huringimxis 5) l’l'RZ': promotor (le la fnlctopina
sintetasa. 6) l’l‘R l': promotor de la manopina sintelasa. 7) gen nm (codifica para la neomicina 53



Figura 6:

l) Borde derecho. 2) 'l‘-I)NA. 3) tenninador del gen 'l'7 de p'l'iAfi. 4) gen bar (que codifica para la
fosfinotricina acetil transfcrasa 5) I’TRZ’:promotor de la fnlctopina sintatasa. 6) I’I'R l': promotor dc la
manopina sintctasa. 7) gen nen (codifica para la neomicina t'osfotransferasa). 8) terminador dc la mttopina
sintetasa. 9) tcnninador (le Ia nopalina sintetasa. lO) gen MidA (codifica para la [i-glncuronidasa).l l)
promotor del transcripto (le 35 S del (ÏaMV. ¡2) 'l'-I)N/\. ¡3) Borde izquierdo. l4) gen que codifica para
la espectinomieina/ cstreptomicina adcnosil transferasa (confiere resistencia a espectinomicilm y
estrcptomicina) del transposón 'l'n7.

4hChequeo de las plantas transformadas:

4.1) Medición de actividad de neomicina fosfotransl'erasa (NPT ll):

Este protocolo es una adaptación del publicado por McDonnell y col. (l987).

Se congelaron 0.5 g de tejido en nitrógeno líquido y se lo pulverizó cn mortero. Se agregaron

150m dc buffer de extracción, se transfirió la mezcla a un tubo Eppendorf y se agitó en un

vortex durante 45 seg. Se centrifugó en una microcentrft’uga 5 min a 4 "(Í y se transfirió el

sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf. La reacción comenzó al mezclar igual volumen ( lSpl)

de este sobrenadante y de la mezcla de reacción cuya composición se detalla mas abajo. Se

incuhó 30 min a 37 "C y se sembraron 30, l5 y 3 pl de la mezcla final en un dispositivo para

"dot hlot" en cl cual se colocó nitrocelulosa encima de una membrana de fosfocelulosa para

retener proteínas fosforiladas por fosforilasas endógenas y permitir asf que la [osfocelulosa de
abajo pueda retener especificamente la neomicina fosforilada durante los 30 min de reacción.



Sc bloqueo la membrana en una solución de leche descremada (Molico) 5% (p/v) en buffer

fosfato lO mM pH 7,5, durante l h. Se lavo con el mismo buffer fosfato durante ¡5 min a 65 "C.

Sc dejó secar a temperatura ambiente y sc expuso a película autoradiografica marca Agfa Curix

durante una noche a -7() "C en un cassette en presencia de pantallas intensificadoras (Kodak).

Buffer de extracción (stock 2x):

Glicerol 2() %

Tris HCI 0,5 M pH 6,8 |25 mM

fl-mercaptoetanol lt) %

SDS 0,2 %

Buffer de reaccióntslock 5x):

Tris-HC] 335 mM

MgClZ 2|()mM
Nii4Cl 2 M

Se titula a pH 7,l con Ac Maleico l M.

Mezcla de reacción:

Buffer de reacción lx 493o pl

ATP (stock ¡0 mM) 5 ul

32P-ATP (¡o pCi/pl) ¡,5 pl

Neomicina (stock 22 mM) 7 pl

NaF (stock IM) 50 ul

5000 pl

4.2) Determinación dela actividad Bglucuronidasa (GUS):

Sobre hoia:

Se fijó cl tejido con formaldehído 0,3 % cn manito] 0,3 M, MES It) mM pll 5,6 durante 45 min

a temperatura ambiente. Se realizaron varios lavados con buffer fosfato 50 mM pH 7. Se coloco

Ia hoja en una dilución l:|()() del stock de X-Glu (5 mg X-Glu: ac. 5-Br-4-Cl-3 indolil B-D­
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glucunónico/ltlt) pl de dimetillormamida) en buffer fosfato 5()mM. Se incuhó durante una
noche a 37 "C.

Sobre raíz:

Se colocaron los ápiccs de las raíces cuidando de no dañarlos durante la manipulación (se trabajó

bajo lupa) en la solución de X-Glu (igual concentración final que en el protocolo anterior). Se
incubó toda la noche a 37 "C.

4.3) Extracción de DNA:

Este protocolo se basa cn el publicado por Rogers y col. (¡985). Se pulverizó el tejido en un

mortero, con nitrógeno líquido. Se agregó l pl de buffer (le extracción por mg de tejido fresco.

Se calentó a 65 "C por 3 min. Se transfirió a un tubo y se añadió l volumen de

clorolormo:alcohol isoamflico 24:] (v/v). Se mezcló exhaustivamente. Se centrifugó a l ¡.000 xg

por 30 seg y se transfirió la fase acuosa a otro tubo. Se midió el volumen con una pipeta y se

agregó l/5 de volumen de CTAB 5% (hromuro de cetiItrimetilamonio), previamente calentado a

65 "C. Se hizo una segunda extracción con cloroformo:alcohol isoamflico. Se transfirió la fase

acuosa a otro tubo y se precipitó con | volumen de huchr de precipitación. Se mezcló

suavemente. Se ccntrifugó a 12.000 rpm por lO seg para precipitados librosos ó 60 seg para

precipitados finos. Se descartó el sobrenadantc y se resuspendió cl precipitado en hulfer 'l‘lEde

alta sal. Se calentó a 65 "C para facilitar la rchidratación. Se precipitó el DNA añadiendo dos
volúmenes dc etanol.

Buffer de extracción:

CTAB (p/v) 2%

Tris-llCl pll 8 ¡(lOmM

EDTA pl'l 8 2()mM

NaCl l,4M

PVP (PoliviniIpirrolidona, PM 40.000) l%

CTAB 5%:

CTAB 5%

NaCl 0,35M



Buffer de precipitación:

CTAB |%

Tris-I'ICI pll 8 SOmM

EDTA pH 8 |()mM

TE de alta sal :

Tris-HCI pH 8 |()mM

EDTA pH 8 lmM

Na(‘.l IM

4.4) Restricción de DNA:

Se restringicron 20 pg de DNA con ót) U de lliud III en un volumen final de l()()pl durante 5 hs

a 37 °C. Se precipitó cl DNA con acetato de NH4 y etanol (Maniatis y col. 1989). Se lavó el

precipitado con etanol 7t) 'Z-y se resuspcndió en 25 pl (le TE.

4.5) Southern blot:

Se corrió el DNA en un gel de agarosa 0,8% durante aproximadamente 18 h a 20 volts. Una ver.

finalizada la corrida, se desnaturalizó cl DNA sumergiendo al gel en una solución de Na()ll 0,2

M - NaCl ¡,5 M durante 30 min con agitación suave. Se ncutralizó el DNA sumergiendo al gel

en una solución de Tris-HCI l M - NaCl l M durante 30 min con agitación suave. Se transfirió a

una membrana de Nylon (Nytran dc Schleicher & Schucll) según Maniatis y col. (|989) Se fijó

mediante lt) min de exposición a Iu7,UV (sobre un transiluminador) y 30 min de horneado a 80

°C entre dos hojas de papel Whatman 3MM en un secador de geles Hoeffer.

4.6) Extracción de RNA:

Se congeló el tejido con nitrógeno líquido y se lo pulverizó en mortero. Se añadieron 2 ml de

buffer guanidina por gramo de tejido fresco. Se centrifugó a 10.000 rpm por lt) min en el rotor

SS 34 de Sorvall. Se transfirió el sohrenailnntc a otro tuho y se lc agregó l volumen de fenol/

cloroformo-aIcohol isoamflico (25:24: I, v/v).



Se centrífugó nuevamente a |().()()()rpm por 45 min a temperatura ambiente. Se precipitó el

RNA que está en la fase acuosa con 0,7 vol de etanol frfo (-20 °C) y 0,2 vol de ácido acético l

M. El DNA y las proteínas residuales quedaron en el sobrenadante. Se dejó l h a -7t) °(Ï o toda

la noche a -2() oC. Se centrifugó a ¡0.000 rpm por l() min. Se lavó el precipitado dos veces con

acetato de Na 3 M pH 5,2 a temperatura ambiente (el RNA de bajo PM y polisacaridos

contaminantes se disuelven y el RNA intacto permanece en el precipitado). Se lavo cl

precipitado con etanol 7() '70y se resuspendió el RNA en agua tridestilada previamente tratada

con dietil pirocarhonato y autoclavada.

Se determinó la concentración de RNA midiendo Ia absorbancia a 260 nm en un

espectrofotómetro Bcckman DU.

La composición del buffer guanidina es la siguiente:

isotiocianato de guanidinio 4 M

B-mercaptoctano St) mM
EDTA 20 mM

MES 20 mM

pll 7

4.7) Northern blot:

Preparación de un gel de agarosa desnaturalimntc para RNA:

Se fundieron 1,5 gr de agarosa en 73 ml de agua bidestilada estéril. Se dejó enfriar hasta alcanzar

los 60 "C y se agregaron |() ml (le buffer MOPS le y ¡6,2 ml de formaldehído 37%. Se agregó

bromuro de etidio a una concentración final de 0,5 ug/ml.

Preparacion de la muestra de RNA:

Se resuspendieron 20 pg de RNA en las siguientes concentraciones finales de: formamida 50%,

formaldehído 6%, MOPS lx. Se calentó a 60 °C durante 5 min inmediatamente antes de

sembrar.

Corrida del gel y transferencia:

La corrida se efectuó durante aproximadamente 4 hs a 4 V/cm en buffer MOPS lx. El RNA se

transfirió a una membrana de Nylon tal como sc describe cn Maniatis y col. (¡989). Se fijó

mediante ¡0 min de exposición a la lu7.UV (sobre un transiluminador) y 30 min de horneado a

80 °C entre dos hojas de papel Whatman 3MM en un secador de geles llouffer.

La composición del buffer MOPS (l()x) es la siguiente:

SR



M()PS (ac. 3-(N-morfolin)-propano sulfónico) 0,2 M

Acetato de sodio 0,005 M

NaZ-EDTA 00] M

pll 7

4.8) Amplificación (le una región de la toxina de Bacillus lhuringiensis por PCR
para usar como sonda:

La mezcla de reacción contuvo dNTPs a una concentración final de 0,2 mM, ¡0 pg de DNA del

plásmido pESl (Schncpfy col. |98|) lineali'lado como templado, ¡,5 U de Taq polimerasa l,

buffer para la 'l'aq polimerasa (lx final), y una concentración final de 0,25 M de c/u de dos

oligonucleótidos: uno de ellos cs complementario a 30 nt del extremo 3' de la región a

amplificar:
5' 'ITGGATCCTITCTAAATCATATTCTGCCTC 3'.

El otro oligonucleótido es igual a 30 nt del extremo 5' del fragmento a amplil'icar:
5' GAGGATCCGTTATGGATAACAATCCGAACA 3'.

La reacción de amplificación consistió en una primera elapa de desnaluralización a 93 "(Í

durante 3 min. A continuación se realizaron 40 ciclos consistentes en 3 etapas c/u:

a) Anillado: l min a 50 "C.

h) Extensión: 2 mina 72 "C

c) Desnaturalización: l min a 93 "C .

Finalmente sc hizo una extensión durante 7 min a 72 "C para completar todas las moleculas que
se hubieran iniciado.

La PCR se him en un termociclador Perkin Elmer.

El plásmido pESlluc gentilmente cedido por el Dra. Clara Rubinstein de lNGlÉBl-(KWICE'I‘.

Es un derivado del vector pBR322 que contiene el gen de la toxina de Bacillus I/mríngir’nsix

subespecie kurstaki HD-l-Dipel.

4.9) Sondas utilizadas en Northerns y Southerns:

* Para la puesta a punto de la detección de RNAs mensajeros de genes de copia única y niveles

de transcripción normales, por Northern "hlot" se utilizó como sonda al plasmido pSAC (Shah y

col. |982 gentilmente cedido por la Dra J. Rohh. Universidad de Guelph, Canadá.) linealizado.

Este plúsmido es un derivado de pBR322 que contiene ¡,5 kph de un clon genómico de la actina

de soja. El gen de actina se expresa constitutivamenle en plantas.



* Para la detección de mensajeros del gen de la neomicina fosfotransferasa (nptll) se utilizó

como sonda un fragmento de ¡,25 kpb purificado por elcctroelución a partir del plásmido

pMRKE70 (Robaglia y col. l()87; gentilmente cedido por el Dr. C. Robaglia) digerido con Ncol.

Este fragmento contiene gran parte del gen neo.

* Para la detección de RNAs mensajeros de Ia proteína de capside de PLRV se utilizó como

sonda el fragmento de DNA de 786 pb obtenido por PCR tal como se describió.

* Para la detección de RNAs del gen de la toxina de Bucillus rhuringimsix y del mensajero

correspomlienle en las plantas transgénicas Alfal y Alfa 2, utilizó como sonda un fragmento

(le |87| ph amplificado por PCR. Su obtención se describió en la sección 4.8 de Materiales y
Métodos.

4. ¡0) llibridación y lavados de Southerns y Northerns:

En ambos casos se hicieron prehibridaciones de 3 hs a 65 "C con la siguiente solución:
EDTA l mM

Nall2P()4 pll 7,2 0,5 M
SDS 7%

Las hibridaciones se hicieron durante toda la noche a 65 "(Í en la misma solución. Una VC].

finalizadas, se lavaron las membranas de Ia siguiente manera:

a) dos lavados de 20 min c/u a 65 "C con:
EDTA l mM

Nal-lP()4 pll 7,2 40 mM

SDS 5%

b) dos lavados de 20 min c/u a 65 "C con:

EDTA l mM

Nal'lP()4 pH 7,2 40 mM

SDS l %

La membrana se expuso a película Agfa chacrt, entre 5 y lt) días, a -7() “C. Se utilizaron

"cassettes" autoradiográficos Kodak con pantallas intensificadoras Crónex.

5) Qlonadodel gende la ijïle del PLBV:

5.1) Amplificación y clonado del gen de cápside (le PLRV:
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Se utilizó el sistema ("kit") comercial "cDNA cycle kit l'or RT-PCR|()()()" de anitroGen y el

"kit" "TACloningTM" también de anitroGen siguiendo las instrucciones recomendadas por el
fabricante. Brevemcnte:

a) Sintesis de cDNA viral por transcripción revertida.

Se purificó RNA total a partir de hojas de Physalisflor-¡ana infectadas con PLRV. Las hojas

infectadas fueron gentilmente cedidas por el Ing. Agr. Luis Conci del Instituto de Fitovirologla
INTA-Córdoba.

Se disolvió l ug de RNA total de planta infectada en un volumen final de 8 ul dc agua estéril. Se

añadieron 2 ul de hidróxido de metil mercurio (Mel lg()ll) l()0 mM 5 seg después, se agregaron

2,5 pl de B-mercaptoetanol 0,7 M y se colocó el tubo en hielo. Se agregó | pl de una solución de

hexanucleótidos de secuencia al a'Iar (concentración final de luM, Pharmacia).

Se calentó a 65 "C durante 2 min y se dejó el tubo en hielo. Se agregaron a continuación I pl de

inhibidor placentario de RNAsas, 4 ul de buffer 5x, lul de dNTPs 25mM y 0,5 pl ( 0,5 U) de

transcriptasa reversa. Se incubó l hora a 42 "C. Se calentó a 95 "C durante 3 min para

desnaturali'lar los hflaridos RNA-cDNA, se añadieron 0,5 ul de transcriptasa reversa y se incubó
a 42 "C durante l h.

h) Amplificación del gen de la cápside viral por PCR.

Al templado de cDNA (primera cadena) que proviene del paso anterior, se le agregaron 5 pl de

buffer le, lul de dNTPs 25 mM, cada uno de los oligonucleótidos iniciadores a una

concentración final de lpM y 4 U de la enzima Taq polimerasa. El volumen final fue de 50 pl.

Se cubrieron con 100 ul de aceite mineral para evitar la evaporación durante los ciclos dc

amplificación.

Se usaron dos oligonucleotidós como iniciadores especificos: uno de ellos es complementario a

la cadena codificante de la zona no codificante del extremo 3'. Abarca desde la posición ó7|

hasta la 706 tomando como posición l el comienzo del gen dc cápsidc (que tiene 627

nucleótidos). Será llamado oligo 3'. Su secuencia cs:
5' TGGGGAGTTGGAGTGGGTGTTGG'ITGTGGGCTTGG 3'.

El otro oligonucleótido utili7ado tiene 20 nt. y es igual a la cadena codificante del fragmento

comprendido entre la posición - |()() y -8(l del extremo 5' no codificante dc cápside. [Enlo

sucesivo será llamado oligo 5'. Su secuencia es:
5' GCGGGATÏTGCTÏTAGGA'ITCTCAT 3'.

Cada ciclo de amplificación constó de 3 etapas:
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* desnaluralización: 45 seg a 93 "C.

* anillado: 45 seg a 50 “C.

* extensión: 45 seg a 72 "C.

Se realizaron 35 ciclos idénticos en el equipo termociclador de Perkin Elmer (Cetus).

c) Clonado del producto de amplificación por PCR en cl vector pCRlllllllz

El clonado se hizo en el vector pCR |()()()cuyo mapa se muestra en la figura 7. [Estevector

aprovecha la característica de la Taq polimerasa l de agregar dcoxiadenosinas en los extremos 3'

de las moleculas de doble cadena independientemente del templado. Estas deoxiadenosinas que

protruyen en los extremos 3' sirven para ligar directamente el producto de amplificacit’m por

PCR al vector pCRl()()()que tiene deoxitimidinas protruyendo en los extremos.

Se ulili'laron 50 ng de vector y ¡2,9 ng de inserto (el producto de la PCR) para una relación

molar vectorzinserto de l:l y 38,8 ng de inserto para una relación molar de 1:3.

El ligamicnto se hizo en un volumen final de l | pl, incubando DNA del vector y del inserto con

T4 DNA ligasa a l2 "(Édurante l4 hs. Se hizo un control con vector sólo religado para

cuantificar el "background" debido a bacterias transformadas con vector relilgado consigo

mismo. Se transforman 50 pl de células INV or F' de Escherichia (Ïnli con Ipl de Ia mezcla final

de ligamiento mediante el protocolo descripto en Maniatis y col. (¡989). Se transformaron,

ademas, celulas con l ng de DNA plasml'dico control, para calcular la eficiencia de
transformación.

Una vc7.completada la transformación y la recuperación de las celulas en LB sin antibiótico

(volumen final: 500 til) sc plaquearon 25 y 250 pl en placas de LB ágar con kanamicina (50

¡ig/ml). Estas placas fueron previamente rastrilladas con una solución de X-Gal (40 mg/ml) de

manera que las colonias provenientes de bacterias recombinantes fueran blancas (porque el gen

de la B-galactosidasa está interrumpido por el inserto) y las colonias provenientes de bacterias

transformadas con el vector religado, azules.



Figura 7:

[i-Gal: gen que codifica para la B-Galactosidasa. Kan: gen nen que confiere resistencia a kanamicina.
colEl: origen de replicación del plásmido (Ïol lil.
Nótense las deoxitimidinas protruycndo en los extremos 5', la posición de dos de los cuatro iniciadores
("reverse primer": es el llamado "rev" en Resultados y "forward primer": es el llamado "-40" en
Resultados) usados para la secuenciación del gen de cápside de l’l,RV, y los sitios de corte de la enzima
Not I.

5.2) Transferencia de colonias a nitrocelulosa:

Se colocó un círculo de papel de nitrocelulosa estéril sobre la placa de Petri donde estaban las

colonias a transferir. Se marcó asimétricamente el papel, pinchándolo con una aguja emhebida

en tinta china. Se incubó 1 hora a 37 "C. Se levantó el papel de nitrocelulosa y se lo embebió,

con las colonias hacia arriba, durante 5 min en c/u de las siguientes soluciones.
* SDS 10%.

* Solución de desnaturalización: 0,5M NaOH; 1,5M NaCl.

* Solución de neutralización: 1,5M NaCl; 0,5M Tris-HCI pH 7,4.

Se dejó secar a temperatura ambiente y se horneó durante 2 horas a 80 "C.

5.3) Marcado de DNA e hibridación

Se marcaron 50 ng de DNA con or32P-CTP por el método de iniciación al azar, utilizando un kit

comercial de Pharmacia siguiendo las instrucciones del fabricante. Se separó el DNA de los



nucleótidos no incorporados mediante centrifugación a través de una columna (le Sephadex 050

según Maniatis y col. (|989).

La prehibridación se hizo a 65 "(Édurante 3 hs en la siguiente solución:

SDS 1%

PAES (polianelol sullonalo de sodio)(),l%

SSPE 2.5x

PPi 0,01%

A continuación se agregó la sonda previamente calentada a 95 "C durante 2 min. Se permitió que
ocurra la hibridación durante toda la noche a 65 "C.

Se hicieron dos lavados de la membrana a 65 "C durante IS min c/u con:

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

2) IX SSPE, (),l% SDS.

Se expuso a película atltoratliográfica Kodak X-()mat en un "cassette" con una pantalla
inlensilicadora.

6) Secuenciaclón de DNA de doble cadena;

Se utilizó el sistema comercial "Sequenase". Versión 2.0 de United States Biochemicals (USA) y

3SS-ATP. Se siguió el protocolo recomendado por los fabricantes, basado en el método de

Sanger (Sanger y col. 1977). Se utilizan dos iniciadores comerciales: el oligonucleótido "-40":

5' GTTÏTCCCAGTCACGAC 3' y el "rev":

5' CAGGAAACAGCTATGAC 3'. Se usaron ademas otros dos oligonucleótidos como

iniciadores. Uno de ellos es igual a 20 nt (le la zona 5' no codificante de la cápside viral,

abarcando las posiciones -27 a -7 con respecto al sitio de iniciación de la traducción. Su
secuencia es:

S'WTCCTCCCACGTGCGATCA 3'. El otro es complementario a 20 nl de la cápside de PLRV

desde las posiciones 287 a 307. Su secuencia es:
5' TTCCATCCTTGAATGCCGGA 3'.

Ambos fueron diseñados con la ayuda del programa "()ligo". Versión 3.3 (Rychlik y col. 1989)

para poder secuenciar zonas lejanas a los iniciadores "-40" y "rev".

Una vez concluidas las reacciones de secuenciación, se corrieron en geles de poliacrilamida al

6% con lormamida. Los geles se fijaron durante media hora en acido acético IO'7‘- metanol

l()%, se secaron durante 3 hs sobre papel Whatman 3MM y se expusieron a película

autoradiográlica a temperatura ambiente durante 24 hs.
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7) Construcción del plásmido pBlcpPLRV y su ¡_I_1_t_l;gducciónen Agmbacten'u_m

trlnretaciens:

7.1) Construcción de pBIcpl’LRV:

Las tecnicas clásicas de DNA recombinante como corte de DNA plasmfdico con enzimas (le

restricción, electroforesis de DNA en geles de agarosa, rellenado de extremos 5' protruyentes con

el fragmento Klenow de la DNA polimerasa l, clectroelución o purificación por agarosa de bajo

punto de fusión de fragmentos de DNA, ligación de DNA y transformación de E. mii con DNA

plasmfdico fueron según Maniatis y col. ([989).

Para todos los pasos del subclonado se utilizó DNA plasmfdico purificado mediante

cromatografía de afinidad por el sistema de columnas de Qiagen (Diagen Gmbll) según las
instrucciones del fabricante.

En todos los casos en que se hizo una doble restricción llind lll-Not l, se cortó primero con llind

lll, se agregó NaCl 500 mM hasta alcanzar una concentración de l5t) mM final y se hizo la

segunda restricción con Not l. El esquema de clonado y los distintos pasos se describen en
Resultados.

7.2) Transformación de Agmbaclert'umtrunefaciens:

Se utilizó el protocolo descripto por llofgen y col. (¡988). Brevemente:

Se partió de 5 ml de un cultivo líquido saturado de la cepa LBA4404 (pAL44tl4) de

Agrobacterium Imnefariens crecidas a 28 "C en medio LB con rifampicina l()()ug/ml,

estreptomicina lOt)ug/ml, con agitación. Se inocularon 200 ml de LB sin antibióticos con 2 ml

(le este cultivo saturado. Se cultivó con agitación a 28 "C hasta alcanzar una densidad óptica a

550 nm de 0,5. Se centrifugó durante 5 min a 4"C a ó()()()rpm en el rotor 8834 de la centrífuga

Sorvall. Las bacterias se resuspendieron en agua estéril y se volvió a centrifugar otros 5 min. Se

resuspendieron en l ml de glicerol ¡0% y se guardaron a -8() "C en alfcuotas de 2tlt) ul .

Para la transformación, se pusieron en un tubo Eppendorf 50 ul de bacterias, 5 ug de DNA del

plásmido con cl que se desea transformar (en este caso, pBlcpPLRV que lleva resistencia a

kanamicina) y 50 ul de LB sin antibióticos. Se congeló en nitrógeno lfqnido durante 5 min, se

colocó a temperatura ambiente durante 25 min. Se repitió 3 veces este procedimiento. Se agregó

IS ml de LB sin antibióticos y se permitió la recuperación de las bacterias a 28 "C durante toda

la noche sin agitación. Se centrifugaron a 6.000 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 200 pl

de LB. Se sembraron ¡80 pl en una placa (le Petri con [Jl-rifampicina l()()ug/ml, estreptomicina
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l()()pg/ml y kanamicina |()() ¡Ig/ml y 20 ul en otra placa igual. Se cultivaron a 28 "(".durante 3
dias.

8 zlnmunodetección dela proteína expresada por las plantas transgénicas para la porción
tóxica de la proteína de Bacillus thun’ngiensis.

Se extrajo proteinas a partir de plantas micropropagadas de Alfa l y Alla 2, asf como también

del control correspondiente, utilizando el buffer dc extracción detallado a continuación:

SDS t), l %

B-mercaptoetanol 5%

Tris-HCI pll 6,8 60mM

glicerol I0%

Por cada |()() mg de tejido fresco se utilizaron 200 [Jl de buffer (le extracción.

El tejido se pulverizó dentro de un Eppendorf, con nitrógeno liquido. Las muestras se

centrifugaron a máxima velocidad y se sembraron distintas alfeuotas sobre una membrana de

nitrocelulosa en un dispositivo para "dot blot". Como control positivo se utilizaron proteínas

extraídas a partir de un cultivo cn fase lag de Bacillux tlmringíensis var.Kurstakii provisto por el

Dr. Jorge Coni, lMYZA, CICA, INTA-Castelar.

La membrana se deja secar a temperatura ambiente y luego se la incubó durante toda la noche

(con agitación suave) a temperatura ambiente en la solución de bloqueo:

Tris-HCI pH 8 SOmM

NaCl l5()mM

Tween 20 0,05%

leche descremada Molico 3%

glicina 2%

Se lavó con TBST dos veces durante 5 min y luego se puso a incubar eon lgG anti-BT (provisto

generosamente por cl Dr Pedro ()ramas, del Centro Internacional de Ingenieria Genetica y

Biotecnología de La Habana, Cuba), en una dilución l: l()()()en solución de bloqueo, durante 2

hs a temparatura ambiente (con agitación suave).

La membrana se lavó tres veces con TBS'I‘ durante lO-IS min y luego puso a incubar con lgG

aconejo acomplejada con Fosfatasa Alcalina, en la dilución recomendada por el fabricante

(Sigma), durante 60 min a temperatura ambiente.
La detección de la reacción enzimática se realizó usando el sustrato fluorescente AMPPD

(disodio metoxispiro triciclo decan fenil fosfato; Tropix, n" catálogo PD250-B). Para ello. se

lavó la membrana con buffer sustrato por lt) min, el cual se reemplazó por buffer sustrato +
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AMPPD (Zul/ml de solución) y se puso a incubar (en oscuridad) a temperatura ambiente durante
2t) min.

Composición del buffer sustrato:

Tris-llCl pl-I 9,5 (),()lM

NaCl 0,] M

MgCIZ (),()5M

La membrana sc expuso toda la noche a temperatura ambiente con film ultrascnsible (Fuji

Medical X-Ray film).

9) Actividad biológica de las plantas transgénicas para el gen de cápside frente al desafío
con áfidg infectados con PLRV.

Este ensayo se llevó a cabo en la Estación Experimental Agropecuaria de INTA-Balcarce,

gracias a la colaboración del Ing. l. Butzonitch y la Ing. M. Colavita.

Se transfirieron plántulas de un mes de edad crecidas in vitm a macetas que contenían tierra

desinfectada con bromuro de metilo. En esta ocasión no se les quitó el agar, pero se las regó con

agua conteniendo 2,5 g/l de Rhizolex® para evitar la proliferación de Rizncmnia .mlani. Las

macetas se colocaron en un invernadero. A los 9 días del transplante a tierra, se infectó a cada

planta con ¡5 ninfas de Myzus ¡mrsicat’ que previamente se habian alimentado en plantas dc
Solanum tuberossmn cv. Ballenera o Datum .rrramonimn con infección secundaria con PLRV.

Luego de 13 días, se trató las plantas con Pirimicarh®, un insecticida para eliminar los afidos.

Para el ELISA se utilizó el sistema ("kit") de Biorcva, Suiza y se siguieron las recomendaciones

del fabricante. Se tomaron hojas sanas, completamente desarrolladas.

10) Ensavg de sensibilidad de larvas de polilla del tomate a la toxina expresada por Alfa l

y Alfa 2:

Este ensayo se llevó a cabo en cl Laboratorio dc Lucha Biológica del Instituto de Microbiología

y Zoología Agrícola, ClCA, de INTA-Castelar, gracias a Ia colaboración del Dr. E. Botto y la

Ing. Agr. Silvina Ccriani.

Con el objeto de obtener plantas en maceta para el ensayo de actividad biológica de las plantas

Alfa l y Alfa 2, así como también dc dos testigos negativos Huinkul-MAG y Spunta, se

micropropagaron ápiccs dc li) plantas de cada grupo a medio fresco. Al mes. se destaparon los

tubos, pero se mantuvieron las plantas en la misma camara de crl'a. Esto evita un pasaje brusco

entre las condiciones in vitro y las de maceta. Al cabo de una semana, se sacaron las plantas de
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los tubos de micropropagación con sumo cuidado para no romper las raices, se les quitó cl agar

hajo un pequeño chorro de agua, y sc las transplantó a tierra. La eliminación del agar es

importante ya que este contiene nutrientes que favorecen la proliferación de micrimrganismos

que podrían causar la pudrición de las raíces.

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

Las condiciones empleadas cn cl ensayo fueron: temperatura. 25 "C; Iu7.natural difusa,

suplementada con un equipo dc dos tuhos fluorescentes dc 40W; humedad relativa, 60-80%.

10) Ensayo de resistencia de plantas transgénlcas en maceta a l'osl'inotricina:

Se transplanlaron a maceta plantas crecidas in vitro de un mes, tal como se describió en Ia
sección anterior.

A los lO dias del transplante a tierra sc pulverizaron las plantas dispuestas en un área de 0,5 m2

con 0,5 I de Basta® disuelto en agua (l gramo de compuesto activo por litro) con la ayuda de un

pulverimdor manual.

El Basta® comercial contiene 20 g dc compuesto activo (fosfinotricina) por cada ltltl ml.
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A: OBTENCION Y EVALUACION DE PLANTAS DE PAPA TRANSQJMQAL:

A l) Puesta a punto de la transformación de Solanum tubemsum cv. lluinkul-MAG:

Si bien se publicaron numerosos trabajos de transformación genetica de papa, la mayoria de

éstos se limita a unos pocos cultivares modelo (i.c. Dósiróc) o cultivares de gran importancia

para Estados Unidos o Europa (i.c. Russel Burbank y Bintje) demostrándose una gran

dependencia del genotipo en la eficiencia de transformación. lnteresaba conocer y poner a punto

la transformación de cultivares argentinos de uso comercial como HuinkuI-MAG.

Para poner a punto la tecnica de transformación de papa, se eligió utilizar cl gen nm que codifica

para la neomicina l'osfotransferasa ll (NPT ll) como marcador de selección. Este marcador, si

bien es el más utilizado en plantas. no es igualmente efectivo en todas las especies. lncluso, su

efectividad es variable en distintos cultivares de una misma especie.

Para determinar la concentración de kanamicina (Km) a utilizar en la selección de los brotes que

surgen a partir de una célula transformada, se debe buscar una Solución de compromiso
considerando:

a) Privilegiar la selección usando concentraciones altas de Km.

b) Privilegiar la obtención del mayor número posible dc plantas transgénicas usando bajas
concentraciones de Km durante Ia selección.

La decisión a) tiene la ventaja de que se reduce la aparición dc escapes, es decir plantas no

transgénicas pero que toleran concentraciones bajas de Km. Sin embargo posee dos desventajas:

las celulas transformadas que expresan bajos niveles de neomicina fosfotransferasa no son

capaces de regenerar en un medio con alta concentración de Km. Es decir se "pierden" en la

etapa de selección plantas transgénicas que posiblemente expresen el gen de interés, aunque

probablemente lo hagan en bajos niveles. Ademas, como se dijo en la Introducción, la muerte de

las células no transformadas debe ser lenta, ya que éstas liberan al medio compuestos tóxicos que

inhiben la regeneración de las celulas transformadas. A altas concentraciones de Km, la muerte

de las celulas no transformadas es rápida.

En cuanto a la decisión b), tiene la ventaja de que se recupera una mayor cantidad de

transformantes, punto importante cuando se tratan de buscar las condiciones para optimizar la

transformación. Sin embargo, aplicar bajas concentraciones de Km durante la selección, tiene la

desventaja de que aumenta Ia frecuencia de escapes.

Se realizaron ensayos preliminares para determinar la sensibilidad (le las hojas (lel cultivar

lluinkul-MAG a la Km, en las condiciones a usar durante la regeneración según el protocolo de

Wenzler de transformación de hoja (Wenzler y col. ¡989). El objetivo (le este ensayo fue
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confirmar que las concentraciones de Km propuestas en la literatura para otros cultivares de papa

producían necrosis y muerte sobre hojas del cultivar a usar en Io sucesivo. Se ensayaron 0, 25.

50, |()() y ¡50 mg/l (le Km enel medio de cultivo como presión de selección. Se encontró que las

hojas que estaban en un medio con Km Sl) mg/l mostraban amarillamiento y necrosis al cabo de

un mes. Las que estaban en Km |()() ó ¡50 mg/l sobrevivt'an en este medio alrededor de lS días.

Debido a esto último y a lo que se consideró anteriormente (muerte lenta deseable) se decidió

aplicar Km a una concentración de Sl)ug/ml en los futuros experimentos de transformación.

Sin embargo, la aplicación del protocolo de Wenzler no dió lugar a eliciencias de regeneración
adecuadas en un medio sin Km.

Se intentó a continuación poner a punto la regeneración de papa a partir de rodajas de tuberculo,

usando minitubórculos del cultivar Spunta obtenidos en invernadero.

Para determinar las condiciones adecuadas para la regeneración a partir de tubérculo, se hizo una

simulación de cocultivo (sin Agrnluu'rerium) al cabo del cual las rodajas de tuberculo se

colocaron en distintos medios conteniendo concentraciones variables de una auxina y una

citoquinina. En l989 lloekema y col. realizaron una tarea similar para las variedades europeas

Bintje, Dósirée y Escort, en donde encontraron, luego de probar distintas hormonas (kinetina. ac.

naftalenacético, ac. indolacótico o AIA, ribósido de zeatina), que las hormonas y concentraciones

adecuadas eran: l() uM zeatina/ lpM AIA para Escort y Bintje, y 5 uM zeatina/ 0,3 uM AlA para
Dósirée.

Luego de una esterili7ación superficial de tubérculos de Spunta (ver Materiales y Métodos), se

colocaron las distintas rodajas de aproximadamente 0,9 cm de diámetro y 2 mm de espesor en 7

medios diferentes (¡5 rodajas en cada medio) en cuanto a la concentración de hormonas
utilizadas. Los resultados obtenidos se detallan a continuación en Ia tabla 4:

l

Las conibinacioncs 0 uM zeatina/S pM AlA y SpM zeatina/ (l uM AlA no fueron cnsayadas (ND).
A 14días de iniciado el tratamiento, se observó la aparición (lc callos en las concentraciones zeatina
lOpM/AIA lOpM, zeatina lOpM/AIA SpM. zeatlna 5pM/AIA lOpM. y zeatina SpM/AIA 511M.No se
observó aparición de callos en las concentraciones zeatina OtiM/AIAOpM, zealina 0uM/MA MMM.
zeatina lOpM/AIA OpM. A los 35 días los callas eran verdes y de un diámetro de entre l.5 y 2.5 cm. No
se diferenció ningún brote a partir de estos callas.
A los 35 días dc iniciado el tratamiento se observó la aparición de microcallos en cl 100% de las rodajas
de tubérculos que estaban bajo el tratamiento de ¡catina lOpM/IAA OuM. Una semana despues. surgieron
brotes a partir de todos estos microcallos. Cuando los brotes alcanzaron un tamaño de unos IOcm se los
separó de las rodajas de tubérculo con un bisturí y se los transfirió a medio (le enraizamlcnto. A los IS
días, todos los brotes enraizaron.
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Como se desprende de 1atabla, el tratamiento con zeatina 10 uM como única hormona fue, por

lo tanto, el más adecuado para el cultivar Huinkul-MAG.

En la figura 8 se muestran varios brotes desarrollados sobre una rodaja de tuberculo.

Figura};
l

Brote formado por regeneración en medio selectivo a partir (le un microcallo sobre una rodaja de
tubérculo del cultivar Spunla.

Sin embargo, se decidió no continuar trabajando con tubérculo debido a que las eliciencias de

regeneración obtenidas con distintas partidas de tubérculos fueron enormemente variables. Esto

probablemente se haya debido a la heterogeneidad en las condiciones de almacenaje y edad de
los tubérculos.

Finalmente se ensayó una modificación del protocolo publicado por Rocha Sosa y col. (1989).

Se resolvió utilizar el medio P, definido originalmente para espárrago y utilizado en el lNRA­

Versalles , Francia para micropropagación de papa (Tendille y col. 1974), en el que

observaciones previas (comunicación personal de la Dra. V. Saladrigas) indicaban que el cultivar

Huinkul-MAG crecía mejor que en el medio de Murashige-Skoog (MS). Este medio lleva 10%

sacarosa en lugar de 20% sacarosa del medio MS. Se resolvió por lo tanto utilizar 1% glucosa en

el medio de regeneración en lugar de 1,6% glucosa del protocolo original. Tambien, y como

consecuencia de resultados de regeneración a partir de tuberculo, se resolvió añadir zeatina como

única hormona en el medio de regeneración, en lugar de la combinación de 7eatina, ácido

naftalenacético y ácido giberelico que utilizan Rocha -Sosa y col. (1989).

El protocolo definitivo se detalla en Materiales y Métodos.
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Se hicieron tres tipos de controles:

l) Control de regeneración: simulación de cocultivo colocando los explantos en medio líquido,

sin agrobacterias y plaqueándolos en medio (le regeneración sin presión (le selección:

A su vez se realizó el cocultivo de discos de hojas con agrobacterias de la misma cepa a usar en

la transformación pero sin el plásmido que contiene el T-DNA en medio líquido y luego plaquco

en medio de regeneración:

2) Control del electo de la cepa sobre la regeneración: los explantos se plaquean en medio sin

presión de selección.

3) Control de la efectividad del agente selectivo: 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 pequeños

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

Figura 9:

Brote formado por regeneración en medio selectivo a partir de un microcallo sobre una hoja (le lluinkul­
MAG. Nótese que el brote surge en la zona (le la hoja herida por corte con bisturí.

Los brotes se cortaron con un bisturí y se translirieron a un medio sin kanamicina para que

crezcan con mayor rapidez. Una vez logrado este objetivo, se pasó un ápice de cada uno de estos

"candidatos" a medio selectivo (con Km 50 pg/ml) y al cabo de 10 días se hizo una observación

comparativa de dos clones de una misma planta creciendo con y sin presión de selección. Se

tomó en consideración el color de las hojas, el tamaño de la planta y, especialmente, si fueron o

no capaces de enraizar en kanamicina. Las plantas que surgieron en medio selectivo pero que
luego de un período sin presión de selección no enraizaron en Km, son los escapes iniciales a la
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presión de selección. En la figura l() se muestra uno de estos casos. Como se observa en la

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

Figura 10: f

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

En la tabla 5 se volcaron datos de dos ensayos independientes de transformación de hojas de

papa del cultivar Huinkul-MAG con la cepa LB4404 (pAl4404) de Agrobacterium fumefaciens

que lleva el vector GUS-intrón.

En todos los casos se hicieron los 3 controles descriptos (cantidad de explantos por control: entre

10 y IS). Los controles 2 y 3 se hicieron con la cepa LB4404 (pAl4404) de Agrobacren'um a

tumefaciens. ‘

La eficiencia de regeneración en medio no selectivo fue del 100% para los cxplantos tratados o

no con Agrobacterium rumefaciens (controles 2 y l). El cocultivo con la cepa LB4404

(pAl4404) de Agrobacterium rumefaciens no tuvo por lo tanto efecto sobre la regeneración.

En ningún caso se obtuvieron callos verdes ni regeneración en los explantos correspondientes al

control 3 en medio selectivo. Las hojas se tomaron amarillas paulatinamente hasta que murieron.

Para evitar confusiones, a las plantas provenientes de un mismo explanto inicial se les adjudicó

una letra y un número que indica el orden con que fue cortada y pasada a un medio fresco. Así,
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por ejemplo la serie AI, A2, A3 indica que el explanto A dio origen, sucesivamente a 3 brotes l,

2 y 3 que pueden ser o no de origen clonal (ver más adelante).
MM

El EZ

n = n" explantos iniciales en km 50 43 60

n” de brotes en kmSO 2| 29

x: n" cxplantos que dieron plantas en kmSO 4 8

y = n" de plantas obtenidas en kmSO 16 29

y/x 16/4 = 4 29/8 =3,6

¿sc_apcs iniciales a la presión de selección (21-16).100/ 21 = 23,8% ()

Er A = (y/n) . l()() (¡ó/43). 100 = 37,2% (29/6()).10() = 48,3%

EfE=(x/n).10() (4/43).100 = 9,3% (8/60). [00 = l3,3%

% de plantas GUS+ / y (ll/l6).10() = 68,8% (13/29). 100 = 44,8%

% de plantas NPT ll + / y (l6/l6).lOO = 100% NT

lil y [7,2son dos ensayos independientes de transformación de hojas de papa del cultivar lluinkul-MAG
con Agmbaclen'um rrmrefacienx que lleva el vector ("ullS-inlrón.
Nl' = No tostado.

lil’A: eficiencia de transfonnación en sentido amplio.
lil' li: eficiencia de transfonnación en sentido estricto.

Si tomamos en cuenta la definición amplia (ver Introducción) la eficiencia de transformación fue

del 37,2% en el primer ensayo y del 48,3% en el segundo. Sin embargo estos valores son,

probablemente una sobrestimación ya quo alguna/s de las plantas obtenidas de un mismo

explanto pueden ser clones entre sf, es decir ser plantas idénticas surgidas a partir de una única
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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 celula haya dado lugar,

sucesivamente, a dos o más brotes. Es por ello que la del inición estricta es quizás más cercana a

la realidad. En ese caso la eficiencia de transformación fue del 9,3% y del 13,3% en los ensayos

l y 2 respectivamente. Sin embargo estamos frente a una subestimación ya que en muchos casos

se 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 raíz demostraron ser más sensibles que sobre hoja (los datos presentados cn la

tabla corresponden a ensayos en raíz). Ver figura l l.

Figura ll:

Raíces de una planta de Iluinkul-MAG sin transformar (arriba) y de una planta de Iluinkul-MAG
transgénica para el gen uíd A (que codifica para (lUS) interrumpido por un intrón (abajo), luego de un
ensayo de detección de actividad (lUS.

A 2) Puesta a punto dela determinación de actividad neomicina fosfosfotransferasa:

Hay varios métodos para detectar actividad neomicina fosfotransferasa en plantas transformadas.

Uno de ellos consiste en la separación electroforética en un gel de poliacrilamida de esta enzima

del resto de las proteínas de la planta y la posterior incubación con el antibiótico presente, junto
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con y 32P ATP, en un gel de agarosa que se prepara encima del de poliacrilamida. Luego se

transfiere la ncomicina l'oslorilada in situ a un papel de toslocelulosa y se autoradiograf ia. Este

método tiene la desventaja de requerir grandes cantidades de y 32P A'l'P y dc ser poco practico

para manejar gran cantidad de muestras.

Se optó por poner a punto un ensayo de medición de actividad enzimática por "dot blot". Se

trabajó sobre el protocolo dc McDonneII ( ¡987). Básicamente consiste cn la extracción dc

proteínas totales, reacción de NPT ll (propiamente dicha) incubando estas proteínas con

ncomicina y y 32P-ATP y "dot blot" sobre papel de t'oslocelulosa que retiene la ncomicina

fosforilada por la enzima NPT ll.

El principal problema a resolver fue la gran cantidad de radiactividad no específica que se pega a

la membrana detectada en los ensayos preliminares que impide o genera dudas en la

identificación de muestras positivas.

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

a) Proteínas tosl‘oriladas por quinasas endógenas.

b) y 32P-ATP que precipita sobre el papel de foslocelulosa.

El fondo debido a a) es importante porque puede dar lugar a falsos positivos ya que las quinasas

endógenas están tanto en tejidos de plantas transformadas como no transformadas. Para

eliminarlo se interpuso una membrana de nitrocclulosa quc se ubica por sobre el papel de

losfocelulosa en el "dot blot". Las proteínas fosforiladas quedan retenidas mientras que la

ncomicina fosforilada, mucho más pequeña y sin afinidad por la nitrocclulosa, no queda retenida

en ésta sino en la foslocelulosa que está por debajo.

El fondo debido a b) es importante porque cs tan alto que no se distingue dónde hubo siembra y
dónde no. Para eliminarlo se intentaron dos métodos:

l) Bloqueo de la membrana con ATP frío.

2) Bloqueo dc la membrana con una solución conteniendo leche descremada.

El método 2) fue satisfactorio.

El protocolo definitivo se detalla en Materiales y Métodos.

En la figura ¡2 se ve el resultado de un ensayo de NPT ll hecho con plantas del cultivar

Huinkul-MAG rcgencradas en medio selectivo luego de una coinlección de discos de hojas con

la cepa de A. rumefaciens que lleva el plasmido GUS-intrón. Estos candidatos a ser

transformantcs fueron negativos en el ensayo de GUS. El ensayo de NPT ll se hizo para

determinar si se trataba dc escapes a la presión de selección (y por lo tanto verdaderos GUS

negativos) o. por el contrario, eran transformantes, en cuyo caso estariamos ante un problema en

cuanto a la sensibilidad del ensayo de GUS (falsos GUS negativos).
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Figura 12:
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nitrOCelqusa fosfocelulosa

En todos los casos testados se incluyó la siembra de dos cantidades distintas del volumen final de
reacción: 30 pl en a) y c) y 15 pl en b) y d).
En al, a2, a3, a4, C4,CS,c6 y e7 se sembró material proveniente de los distintos individuos a.
215es el control positivo de papa: el ensayo se him con material de una planta translonnada en el mismo
ensayo que las plantas testadas en este experimento, que era GUS positiva.
36 es el control negativo de papa: lluinkul-MAG sin translonnar.
a7 es el control negativo dc tabaco: Xanthi sin translomiar.
a8 es el control positivo de tabaco: Xantlii transformado con el vector pMON9749.

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

expresaron actividad neomicina fosfotransferasa ll mientras 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 tecnica de Northern "blot" se eligió comenzar por detectar el mRNA de un

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



Se extrajo RNA total de plántulas de tabaco y papa transgénicas y no transgónícas crecidas in

vitro. Se lo sometió a una electroforesis en un gel de agarosa desnaturalizante y se lo transfirió a

una membrana de Nylon. En la figura l3 se muestra un foto del gel resultante: las distintas

bandas corresponden a las subunidades pequeña y grande del RNA ribosomal de citoplasma,

cloroplastos y mitocondrias. Como sonda se utilizó el plásmido pSAC (que contiene el gen de

actina de soja) linealizado y marcado con a32P—dCTP.

La foto de la autoradiografïa 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 tamaño para papa y tabaco que está

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

dificultó la hibridación heteróloga con papa y tabaco.

Figuras 13 y 14:
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Se corrieron 10 ug de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturalizante de agarosa al 1,5 % .
Las muestras provinieron de:
A) Nicotiana tabacum cv. Xantlti transfomtada con el vector pMON9749.
B) Nicotiana tabacum cv. Xanthi.
C) Alfa l (Solanum tuberosum cv. Alfa transformado con el vector pBTl. Su obtención y análisis se
explican más adelante en esta tesis).
D) Alfa 2 (ídem anterior).
F.) Solanum tubemsum cv. IIuinkul-MAG.
El RNA se transfirió a un filtro de Nylon por la técnica de Northcm y se hibridó con el plásmído pSAC
(que contiene el gen de actina de soja) lineztlizado y marcado con m POdC'l'Ppor la técnica de iniciación
al azar. La actividad específica dc la sonda fue (le ¡Ogtcpm/ ug DNA
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Puede observarse que las bandas de la autoradiogral'fa de la figura l4 no son nftidas.Una

dificultad para obtener bandas nftidas en los Northerns es que parte del mRNA complementario a

la sonda es arrastrado inespecfficamente o sufre degradación parcial, dando lugar a chorreados.

Además hay heterogeneidad en el tamaño de las moléculas del mRNA debido a diferencias en la

longitud de la cola de poliA del extremo 3' de las distintas moleculas de mRNA, de manera que

no se suelen obtener bandas tan nftidas como las de un Southern. La pureza de la sonda suele

señalarse como otro factor crítico que evita la unión inespecffica de radiactividad.

El siguiente paso fue detectar el mRNA correspondiente al gen nm que codifica para la enzima

neomicina fosfotransferasa ll que confiere resistencia a kanamicina. Como controles positivos se

usaron los RNAs de Alfa l, de Alfa 2 y de tabaco transformado con pM()N9749, a los que

previamente se les habia detectado actividad neomicina fosfotransferasa. Como control negativo

se incluyó RNA de Solanum tllbt’l‘nxumcv Huinkul-MAG y de Nimriuna rahacum cv. Xanthi sin
transformar.

Se hicieron dos primeros intentos usando como sonda al plásmido pMRKE70 completo

lincalizado en un caso y al plasmido pBl ¡2| linealizado en el otro caso. Estos plasmidos

contienen dos genes nm cada uno, uno bajo el control de un promotor para plantas dentro del T­

DNA (marcador de selección cn plantas) y otro bajo el control de un promotor de bacterias

ubicado fuera de esta región (marcador de selección en bacterias). En ninguno de los dos casos

se detectaron bandas en los controles positivos. Además, las autoradiograffas mostraron unión

inespecffica de la sonda a toda la membrana (no sólo donde está el mRNA).

Se decidió hacer varias modificaciones al protocolo. Por un lado se aumentó la cantidad del

RNA sembrado por calle a 20 ug. Por otro lado, y para evitar o disminuir la unión inespecffica.

se cambió tanto de técnica de bloqueo e hibridación como la pureza de la sonda. Los primeros

ensayos descriptos la prehibridación y la hibridación se hicieron con una solución cuyo principal

componente de bloqueo es un derivado de la heparina, el polianetol sulfonato de sodio (PAES.

Hopp y col. ¡988), tecnica que fue reemplazada por la descripta cn Materiales y Métodos de esta

tesis. En cuanto a la sonda, se resolvió trabajar con un fragmento purificado del plásmido

pMRKE70 por digestión con enzimas de restricción seguida de electroforesis y aislamiento del

fragmento que contiene el gen nm por el metodo de la agarosa de bajo punto de fusión.

La autoradiograffa correspondiente se muestra en la figura |5. La flecha indica la banda

correspondiente al mRNA de la neomicina fosfotransferasa en las plantas transgónicas: Alfa l,

Alfa 2 y tabaco transformado con pM()N9749. Esta banda no está presente en los controles

negativos (papa y tabaco sin transformar).
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Se corrieron 10 pg de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturalizante de agarosa al l,5 %.
Las muestras provinicron de:
Solanum tuberosum cv. Iluinkul-MAG (Control - papa).
Alfa 2 (Solanum tuberosum cv. Alpha transformado con cl vector pllTl. Su obtención y análisis se
explican más adelante en esta tesis).
Alfa l (Solanum luberosum cv. Alpha transformado con el vector pB'I‘l. Su obtención y análisis se
explican más adelante en esta tesis).
Nicotiana tabacum cv. Xanthi (control - tabaco).
Nicolíana tabacum cv. Xanthi transfonnada con el vector pM()N‘)749 (control + tabaco).
El RNA se transfirió a un filtro de Nylon por la técnica de Northem y se hibrido con un fragmento de
DNA que contiene el gen neo marcado con a32P-dC'l'P por la tecnica de iniciación al azar. La actividad
específica dela sonda fue de 10 8 cpm/ ng DNA.
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B: OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSCENICAS EXPRESANDO EL CEE
DE CAPSIDE DE PLRV:

B l) Clonado y secuenciación del gcn de cápside de PLRV:

B l.l) Estrategia general:

El hecho dc que el PLRV se encuentra solamente en el floema y celulas acompañantes. hace que

la purificación de este virus sea difícil y poco eficiente. Mediante cl protocolo de purificación de

Takanami y col. (1979), que utiliza un complejo de enzimas pectinolfticas, hemicelulolfticas y

celulolfticas "Driselasa" para optimizar Ia extraccion sc ohticne un rendimiento no superior a l

mg virus/kg de hojas de Phymlisflat-¡(lana infectada o 0,7 mg virus lkg de hojas de.Solanum

rubemsum infectadas. En cambio, la eficiencia de recuperación dc virus que replican en el

mesófilo dc la hoja como PVX es de lt) mg/kg de hoja fresca (lluisman y col. ¡988).

Debido a los bajos rendimientos de purificación previstos, sc resolvió evitar pasar por una etapa

de purificación viral, usando la tecnica de.reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para lograr

la amplificación del gen de cápside viral.

Se extrajo RNA total de hojas de Phymlixflor-¡(luna infectadas con un aislamiento local de

PLRV hecho en el Instituto de Fitovirologfa, INTA-Cordoba. Se sintetizó la primer cadena de

CDNAcon RNA total como templado, oligonuclcótidos al a7ar como iniciadores y transcriptasa
reversa.

Para la reacción de PCR se uso cDNA total como templado, un par de oligonucleotidos

especialmente diseñados como iniciadores y la enzima Taq polimerasa l. Uno de los oligos tiene

una secuencia complementaria a 20 nt dc la región 3' NC de la cápsidc, y el otro tiene una

secuencia igual a 20 nt en el extremo 5' NC dc Ia cápside.

El producto de la amplificación por PCR se clono en un vector comercial, el p(ÏRl()t)(), cuyo

mapa sc mostró en la figura 7 (ver Materiales y Métodos).

A continuacion sc secuenció el gen de cápsidc y sus zonas 5' y 3' aledañas, mediante cl metodo

de los dídcoxinucleótidos de Sanger. listo permitió la comparacion de la secuencia de este

aislamiento local con otras secuencias puhlicadas. Correspondientes a aislamientos europeos,

canadienses y australianos.

En la figura siguiente se esquematim la estrategia empleada, y a continuacion se describe cada

uno de los pasos por separado.
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Figura l6:

llojas de I’llymlisflnrizlmm infectadas con l’l ,RV

i extraccion de RNA
l
l

RNA total

i síntesis de cl)NA con lranscriptasa reversa
Jr e iniciadores al azar

l
Jr amplificación por I’CR utilizando
Jr iniciadores específicos

gen de capside de I’l ,RV y zonas 5' y 3' aledañas

i clonado en p(,‘R¡000
L
l

p(ÏchI’I .RV

lisquema dc la estrategia de clonado dcl gen de capside de l’l .RV.

B l. 2) Amplificación y clonado del gen de cápsjg

Para el clonado del gen de cápside del PLRV se utilizó la tecnica de PCR.

Se extrajo RNA total de hojas de Physalixflnrh/(mu infectadas con PLRV. Se sintetizó una

primer cadena de CDNA utilizando como templado l pg de RNA total. Para ello se utilizaron dos

tipos de iniciadores.

a) Una mezcla de hexanucleótidos de secuencia al azar, de manera que la iniciación fuera
también al 371".

h) Un oligonucleótido de 35 pares de bases complementario a la zona 3' NC del gen de capside

viral. Una VC‘I.obtenida la primera cadena de cDNA, se incuhó a 95 "C durante 3 min para

desnaturalizar y se hizo la reacción de PCR. En ambos casos (a y h) se añadieron dos oligos

específicos de cápside como iniciadores. los cuatro denxinucleótidos (dNTPs) y Taq polimerasa

l. Ver Materiales y Métodos.

F,simportante aclarar que estos oligos fueron diseñados utilizando el programa (Higo, versión

3.3, que considera tres factores fundamentales: la estabilildad del dúplex formado entre el oligo

y el templado (en este caso cDNA), la especificidad del oligo en su unión al templado y la



complementaridad de c/u de los oligos consigo mismo y uno con respecto al otro (Rychlik y col.

¡989).

Para la reacción de PCR, se eligieron condiciones relajadas de anillamiento: 45 seg a 5t) "(Í ya

que la temperatura de fusión de uno de los oligos era baja, 54,7 "C. La extensión fue de 45 seg a

72 "C y a desnaturalización de 45 seg a 93 "C. Se hicieron 30 ciclos idénticos y uno mas largo al

final para completar todas las cadenas. Una vez finalizada la reacción se sembró un décimo del

volumen final en un gel de agarosa.

En el caso a) en el que la primer cadena de cDNA fuc producida por iniciación al azar. luego de

la PCR se obtuvo una banda de un tamaño igual al esperado; es decir que se amplificó un

fragmento del genoma viral de 786 pb comprendido entre la posición -l(l() y 686 que incluye el

gen de la capside viral completo, l()() pb del extremo 5' NC y 5‘) pb del extremo 3' NC.

En el caso b) no se obtuvo amplificación dc DNA.

El fragmento amplificado se clonó en el vector pCthlO del sistema ("kit") de ln Vitro Gen cuyo

mapa se mostró en la fig 7. La ligación se hizo tal como se describe en Materiales y Metodos.

Luego de la transformación de la cepa Dll5a de Eschwirhiu mii con el producto del Iigamiento

del vector pCRl()()() con el gen de la proteína de la capside amplificado por PCR, se presentó el

siguiente problema: habl'a igual número de colonias blancas y azules en la placa de las celulas

transformadas con el DNA recombinante y en Ia placa de las celulas transformadas con el vector

religado (control sin inserto). Esto probablemente se debió a la perdida espontánea de las

deoxitimidinas en los extremos 3' del vector, y la consecuente interrupción del marco de lectura

del gen de la B-galactosidasa. Las colonias resultantes de esta perdida son blancas si bien no
tienen inserto.

Debido a este inconveniente (que está previsto por los fabricantes del "kit", aunque en menores

proporciones) fue necesario diferenciar las colonias blancas de bacterias que llevaban un

plasmido recombinante de las colonias blancas de bacterias que llevaban un vector sin inserto.

Esto se hizo por hibridación de colonias usando, como sonda, el DNA producto de la

amplificación (es decir el inserto del clonado) marcado con a32P-CTP. La actividad específica

de la sonda fue de lxlO8 cpm/ug DNA.

El protocolo utilizado se describe en Materiales y Metodos.

Como resultado de este experimento, se identificaron |() clones candidatos a llevar un plasmido

recombinante. Se hizo una minipreparación de plasmidos de estos ll) clones. digirió el DNA

plasmfdico con las enzimas de restricción Eco Rl y llind lll y se sometieron los productos de la

digestión a electroforesis en un gel de agarosa al l'Z-. De esta manera se identificaron dos clones,

el l y el 5 de los que se liberó un fragmento de DNA del tamaño esperado.



B l. Megrergajón del gen de la cámide (1Q_IZ[_,R_V_:

Se realizó la secuenciach’m de DNA (le.doble cadena de. plásmidos de (los clones (I y 5)

recomhinanles, ulilizando el mólodo de terminación con didcoxinucleólidos de Sanger (ver

Maleriales y Métodos). Eslos dos clones sólo difieren en la zona (le unión del inserlo al veclor

(la orienlación 5'-3' del inserto es la misma). Por comparación de secuencias enlre sf y con olras

publicadas. no se encontraron evidencias de que la reacción de P(‘R haya introducido
mulaciones o arlel'aclos debidos a secuencias nuxlil‘icadas.

Uno de ellos (el l) presenta 2 nuclcólidos (AG) en la zona de unión inserlo-veclor en el extremo

5' que no pertenecen ni al inserto ni al vector. Asimismo, en cl extremo 3' dc la unión inserlo

veclor hay una T foránea. FJ olro clon (el 5) perdió Ia 'I' prolruyenle del veclor en el extremo 5'

dc la zona de unión inserlo-veclor. En la figura 17 se mueslra una parte de la secuencia de estos

dos clones que cs idónlica salvo por un desfasaie de 3 nucleólidos en el exlremo 5' (evidenciada

cuando la secuenciación se hace con el iniciador "rev") y el desfasaje de un nucleólido en el

exlrcmo 3' (cvidcnciada cuando la secuenciación se hace con el iniciador "-40"). Sc marca con

una flecha el ATG dc iniciación de la lraducción.



Figura 17:

CAT: (¡ITC CITC CITv

- 2 g “"7

L -‘ñ - " í:9 ‘
clon 1 clon 5 clon'l clon 5

primer -4O Irlmer ren

Autoradiografía de gel de poliacrilamida al 6% (con fonnainida) en el que se corrieron las reacciones de
secuenciación por el método de Sanger. Los "primers" "-40" y "rev" fueron los iniciadores usados para
secuenciar ambas cadenas. Los clones l y S contienen el gen de capside de Pl ,RV y (l; T; A; (Í indican
las reacciones de terminación con: ddCTP; dATTP; dd'l‘TP y ddG’l‘l’respectivamente.

Los oligonucleótídos comerciales "rev" y "-40" utilizados en esa etapa no permitieron secuenciar

el DNA comprendido entre las posiciones 133 y 315 del gen de capsíde, por hallarse esta región

muy alejada de dichos iniciadores. Se sintetizaron entonces, dos nuevos oligonueleótidos de 20

bases c/u para usar como iniciadores (ver Materiales y Metodos).

La secuencia resultante se muestra en la figura 18. Se subraya el codón de iniciación, el codón de

terminación y los dos olígonucleótídos usados para secuenciar.
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l) Aislamiento viral hecho en el Instituto (le l’ilovirología. lNl'A-(‘órdoha y secuenciatlo en este trahaio.

2) Cepa caracterimda en Wageningcn, Holanda. Secuencia publicada en 1989 por Van (ler Wilk y col. Llamada

también cepa PLRV-N (de "Ncetherlantls" = Países Bajos).
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El grupo (le trabajo es alemán.

5) Trabajo publicado cn ¡989 por l’rill y col. No aclara cuál es la cepa secuenciatla. lil grupo (le trabajo es aleman.

6) Aislamiento viral hecho por Rowhani y col. cn Canada en ¡979. Secuencia publicada en l989 por Kawchuk y

col. Cepa también llamada |’l.RV-(Ï (Canada).

7) Aislamiento 1340hecho por 'l'honias en Australia cn 1984. Publicado por chsc y col. en ¡990. (,‘epa también

llamada PLRV-A (Australia).

Los trabajos 2). 3), 4). 6) y 7) reportan la secuencia (le todo el genoma (lc l’LRV. lil 5) sólo incluye Ia secuencia

(le la capsitle.



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

a) el fragmento en estudio (gen de cápside y lOOhases de la zona 5' NC y 59 bases de la

zona 3' NC) ó

b) el gen de cápside solamente,

con las otras secuencias publicadas. Los resultados se describen en la tabla 5. La

homologia más grande en la secuencia del gen de cápside 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 nucleótidos polimórficos 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- *

GZ 75%

6) PLRV ­

C 81,4% 89,3%

7) PLRV ­

A 48,8% 53,6%

Porcentaje de homologia a nivel de nucleótidos de a) la región sccuenciada (gen de cápside y zonas 5' y
3' NC) o b) el gen de cápside del aislamiento viral hecho en el Instituto de Fitovirología. INTA-Córdoba
con respecto a la secuencia de los distintos asilamicntos publicados.
Los números y abreviaturas de los aislamientos de PLRV se corresponden con los descriptos en la figura
anterior.
* En S) se reportó la secuencia de cápsidc solamente.

B 2) Construcción de un vector adecuado para la expresión del gen de cápside de
PLRV en plantas transgénicas.

B 2. l) Estrategia general;

8‘)



El paso siguiente fue construir un vector binario recombinante que tuviera el gen de la
proteína de cápside viral bajo el control de un promotor y un terminador adecuados para
su expresión en plantas. Para ello se reemplazó en gen Mid/l (que codifica para la [l
glucuronidasa) del vector pBIl2l (Jefferson y col. l987b) por el gen de cápside de
PLRV dando lugar al plásmido pBlcpPLRV. Así, el gen de cápside viral quedó bajo el
control de un promotor fuerte en plantas (el 358 del CaMV) y de un terminador
adecuado. Este paso demandó dos subclonados sucesivos.
Se transformaron células de la cepa LBA4404 de Agr'obaclerium Iumefaciens con el
plásmido pBlcpPRLV. Se utilizó un clon resultante de esta transformación para el
cocultivo con hojas de lluinkul-MAG heridas, según el protocolo descripto en la sección
anterior.

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

B 2. 2) Construccióndel plásmidngJcngRV:

Fue necesario subclonar el gen de cápside viral en el vector sz KS(+) de manera de
flanquear el inserto con los sitios de restricción adecuados para, en un siguiente paso,
reemplazar el gen uidA de pBl l2l por el gen de cápside de PLRV.
El plásmido pCchPLRV tiene 3 sitios de restricción para Not I. Al cortar este plásmido
con Not I y l-lind III se producen 4 fragmentos de 2400, 786, 350 y ISO pares de bases.
El fragmento de 786 corresponde al inserto de PLRV. Para clonar este inserto en el
plásmido pBS KS(+), fue necesario, por lo tanto, purificar el fragmento de 786 pb
utilizando electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusión. Por el mismo método
se purificó plásmido pBS KS(+) cortado con las mismas dos enzimas. Se ligaron 200 ng
de vector linealizado con 300 ng de inserto y con l pl de la mezcla de ligación se
transformaron 50 ul de células competentes de la cepa DI{5a de Escherichia coli. Se
plaquearon las células en LB ampicilina lOOpg/ml. Se extrajeron plásmidos de 15 clones
resultantes y se liberó el inserto con Hind Ill-Not I, confirmando que se trata de
verdaderas colonias recombinantes. A uno de estos plásmidos se le hizo un chequeo
adicional que consistió 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 abrió el plásmido pBScpPLRV con Hind Ill y se rellenaron los extremos 5'
protruyentes utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I y dNTPs. Se
precipitó el DNA con NH4Ac y etanol, se resuspendió en agua y se digirió con Sac I. De
esta manera se liberó un inserto de aproximadamente 790 pb que fije posteriormente
purificado por agarosa de bajo punto de fusión.
Paralelamente, se eliminó el gen uidA de pBllZl mediante un corte con Xba l, llenado
de los extremos 5' protruyentes de la misma manera que antes, y posterior digestión con
Sac I. Se purificó el vector abierto resultante por electroforesis en un gel de agarosa (le
bajo punto de fusión.
Se ligó el inserto de 790 pb de pBScpPLRV con el vector pBIl2l abierto reemplazando
al gen uidA por el gen de cápside de PLRV y parte de sus zonas 5' y 3' NC. Se
transformaron células Dl-lSa competentes y se plaquearon en LB con IOOpg/ml de
kanamicina. Se extrajeron plásmidos de lO de las colonias resultantes y se cortaron con
Eco RI-Hind III. De esta manera se liberó un fragmento de 1846 pb conteniendo el
promotor del transcripto de 35 S del virus del mosaico del coliflor (800 pb), el gen de
cápside de PLRV y el terminador de la nopalina sintetasa (260 pb). A uno de estos
plásmidos recombinantes se lo llamó pBlcpPLRV. 90



Figura 19:
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Esquema de las distintas etapas de suhclonado que (lan lugar al vector pnlcpi’l ,RV a partir del vector
pCchPLRV. Los sitios de restricción reconstituidos se señalan con *.
fi: promotor del transcripto de 358 (¡elCaMV.
'z promotor del gen de la nopaiina sintetasa.

: terminador de la nopalina sintctasa.

bordes derecho e izquierdo del plasmido Ti. que se simbolizan con triángulos).
lin los casos de pBllZl y pBIcpPl ,RV se muestra solamente la zona que se transfiere (acotada entre los



B 2. 3) Transformación de Amo/mcrcrium tumefircr’enxLB4404 con nBlcpPLR_\Q

Se transformaron células de la cepa [134404 (pm/1404) de A. nunqflu'íms con el plásmido

pBlcpPLRV mediante el método de congelado-deseongelado descripto en Materiales y Metodos.

Luego de la transformación se plaquearon las células en medio YEB + l()()ug/ml rifampicina +

l()() ing/ml estreptomicina + l()()ug/ml kanamicina. La resistencia a rifampicina está dada por un

gen en el DNA cromosómico de la cepa LPM/104,la resistencia a estrcptomicina está en el

plasmido que aporta las funciones vir (pAL4404) y la resistencia a kanamicina es aportada por el

plasmido pBlcpPLRV.

Para confirmar que el plásmido pBlcpPLRV estaba dentro de las agrobacterias que dieron origen

a colonias en medio selectivo, se extrajeron plásmidos de l() de estas colonias y de una colonia

de LB4404 sin transformar. Se digirieron estos plásmidos con Hind lll y Eco Rl, se corrieron en

un gel de agarosa junto con plásmido pBlcpPLRV extrafdo a partir de E. (rn/i. y cortado con las

mismas dos enzimas. Se confirmó que a partir de todos los clones se liberaba la banda de ¡846

pb esperada ("cassette" formado por el promotor de 358, la cápside de PLRV y el terminador de

la nopalina sintetasa). Esta banda no estaba presente en la calle correspondiente a la colonia dc

A. rumefacicnx LB4404 sin transformar.

B 2. 4) Chequeo de pBlcpPLRV porgstricción e_hil_)ri_d_ación:

Se chequeó al plásmido pBlcpPLRV, asl' como también todas las construcciones previas que le

dieron origen, por restricción, Southern y posterior hibridación con el fragmento de 786 ph de la

cápside de PLRV (asf como también a zonas 5' y 3' NC) obtenido por PCR que está contenido en

todos estos plásmidos.

Para ello se liberó el inserto de eápside de PLRV del plásmido pCchPLRV mediante una

digestión doble con Not l y llind lll y dc pBScpPLRV con Sac l - Hind lll. Si las construcciones

estaban correctamente hechas, se esperaba que luego de un corte con las dos enzimas

correspondientes se libere un fragmento de aproximadamente 786 pb en los dos casos.

De pBlcpPLRV (en E. (oli y en A. rumefiu'ims) se liberó un "cassette" formado por el promotor

de 358 (aprox. 800 pb), la cápsidc de PLRV (786 pb) y el terminador de la nopalina sintetasa

(aprox. 200 pb). Esto se hizo digiriendo con Eco Rl y Hind lll. El fragmento liberado debería ser

por lo tanto de aproximadamente ¡846 pb (800 + 786 + 200).

Luego de correr los plasmidos así (ligeridos en un gel de agarosa, se los transfirió a una

membrana de Nylon y se los hibridó con la sonda de cápside de PLRV obtenida por PCR. Como

se ve en la figura 20 en todos los casos se obtuvieron las bandas esperadas. Abajo a la ¡[quierda

se marca la posición del fragmento de 78o pb y al centro a la derecha la posición del fragmento

02



de 1846 pb. Las bandas de tamaños mayores en los dos primeros casos (pCchPLRV y

pBScpPLRV) son debidas a digestiones parciales.

Figura 20:

pBIcpPLRv

Í pGEMcpPLRV

>É5..0.0.
O.8o58

0.0.. ‘PBlcp¡>an

Restricción según se indica, corrida clcctroforéiica, Southern, posterior hibridación (y autoradiografía) de
DNA correspondiente a las distintas construcciones, con una sonda quc comicne el gcn dc la cápsidc de
PLRV marcada con 32P-dCTP por la técnica dc iniciación al azar.
pCchPLRV: fue digerido con Not I y Iíind III.
pBScpPLRV: fue digerido con Sac I y Ilind HI.
pBIcpPLRV: fucvdigerido con Eco RI y IIind III.
Se analizó pBIcpPLRV exiraido dc Escherichia coli y dc Agmbaclerium tumefacíens por separado (calle
de la izquierda y la derecha respectivamente).
pGEMcpPLRV es un derivado dc pBIcpPLRV que no se discutirá.
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B 3) Obtención de plantas de papa transgénicas para el gen de cápsíde de PLRV.

B 'i. l) Transformación de hoias de lluinkul-MAG con pBlcpPLRV:

Se usó la cepa LB4404 (pAl44()4 pBIcpl’LRV) de Agrohur‘n’rium rumqfiu'iens obtenida y

chequcada como se detalla más adelante, para transformar discos de hoja de papa, del cultivar

Huinkul-MAG, utili7ando el protocolo descripto en la sección anterior.

Se hicieron 3 ensayos de transformación independientes llamados E3, E4, y ES.

En todos los casos se hicieron los 3 controles descriptos en la Introducción (cantidad dc

explantos por control: entre |() y 15). Los controles 2 y 3 se hicieron con la cepa l,B44()4

(pAI4404) de Agra/¡ac'rwium rmnqfilr'ims.

La eficiencia de regeneración en medio no selectivo fue del 100% para los explantos tratados o

no con Agrnlmrrerium (controles 2 y l, ver Introducción).

En ningún caso se obtuvieron callos verdes ni regeneración en los explantos correspondientes al

control 3 en medio selectivo. Las hojas se tomaron amarillas paulatinamente hasta que murieron.

El ensayo E3 sufrió graves problemas de contaminación, por lo que no se incorporará en el

cuadro que sigue. De todos modos, cn este ensayo se obtuvieron 8 plantas capaces dc enraizar en

medio selectivo. Dos de ellas son E3A3 y E3A5 que se analizarán más adelante. En este ensayo

se incluyeron hojas del cultivar Spunta, además de lluinkuI-MAG, las que fueron cocultivadas

por separado. A partir de elllas se obtuvieron Tiplantas llamadas SpuA, SpuB y SpuC capaces de
enraizar cn medio selectivo.

El ensayo E4 tuvo un n inicial de l l2 que disminuyó a 8] por contaminación en algunas de las

placas de Petri donde se hizo el cocultivo.

El ensayo E5 tuvo unn inicial de 159 que disminuyó a 82 por contaminación.
En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos:



Tabla 7:

n: n"exp|antos iniciales
en km 50 8| 82

x: n"tlc cxplantos que

dieron plantas en km 50 27 lt)

y: n"(le plantas obtenidas
en kmSO 46 28

y/x 46/27 =l,7 28/10 =2,8

(y/n) . l()0 El. A (46/8l) .l()()=5(),8% (28/82) .l()()=43,l"n

(x/n) . 100 El’. E (27/81) .lt)_(_)_=33,3% (lO/82) .l()0=12,2%

Distintos parámetros de dos ensayos (¡'24y IES)(le transformación (le Solanum Iubemsum cv. lluinkul­
MAG mediante la técnica (le transfomiación de discos (le hoja con la cepa l ll A4404 (pAlA4tl-4) (le
Agro/¡aclerimn lumefllciens que lleva el vector plllcpl‘lRV.
lil A: eficiencia de transfomiación en sentido amplio.
lEfli: eficiencia (le transfonnación en sentido estricto.

Se obtuvo entonces un total (le 82 plantas del cultivar lluinkul-MAG (8 (le E3, 46 (le E4 y 28 (lc

E5) y 3 plantas del cultivar Spunta capaces de enraizar en medio selectivo.

En el experimento 4 (E4) se obtuvo una eficiencia (le transformación incluso superior a la

obtenida en los ensayos de puesta a punto del sistema con el plasmido que lleva GUS-intrón y la

misma cepa dc Agro/¡arterium ruinefaciens.

La evaluación de las plantas obtenidas en los distintos ensayos de transformación con la cepa

LB4404 (pAl44()4 pBlcpPLRV) se hizo por Northern.

Se extrajo RNA de 6 plantas: E3A3, E3A5, E4A3, E451, E4Gl y E4lll, además de RNA (le

l-luinkul-MAG (control negativo). Como sonda se utilizó el fragmento dc 78o ph que contiene el

gen (le cápside de PLRV obtenido por PCR. La autoradiografla correspondiente se muestra en la

figura 2l.



Figura 21:

I ¡o
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HuMkulMAG
EsAa E3A5 E4A3 E4E1 E4G1 E4Hl

Se corrieron 20 pg de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturaliunte de agarosa al 1,5
%. Las muestras provinieron de: E3A3, E3A5, E4A3, E4El, E4Gl y E4Hl, es decir distintas plantas
que resultaron de la transformación de Huinkul-MAG con la cepa LB4404 (pAl4404 pBIcpPLRV) dc
Agrabacteri um tumefaciens.
Huínkul-MAG es el control negativo.
El RNA se transfirió a un filtro de Nylon por la técnica de Northern y se hibridó con un fragmento
obtenido por PCR que contiene el gen de cápside de PLRV marcado con 0L32P-CTP por la técnica de
iniciación al amr. La figura corresponde a la autoradografia resultante.

La flecha marca la posición de una banda de bajo peso molecular presente en todas las

plantas analizadas con excepción del control negativo. Esta banda probablemente

corresponda al mRNA de la cápside de PLRV que se está expresando en la planta

transgénica correspondiente.

La detección del RNA del transgén por Northern blot llevó a analizar la presencia de

proteina de cápside. Como se menciona más adelante, en los ensayos biológicos se
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realizaron ELISAs de 20 genotipos transgénicos no pudiendo detectarse cápside 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 dc este método.

B 4) Actividad biológica de las plantas transgénicas para el gen (le cápside frente
al desafío con ál'idos infectados con PLRV:

Con el objetivo de hacer una preselección de los distintos candidatos a ser utilizados en

ensayos posteriores, se realizó un ensayo de infección de distintos individuos que

expresan el gen de cápside de PLRV, posterior cuantificación de la multiplicación viral

por ELISA y observación cualitativa de los síntomas producidos por la infección por
PLRV.

Se pasaron a maceta seis plantas (clones entre sí) de cada uno de 20 genotipos

transgénicos obtenidos en la transformación del cultivar Huinkul-MAG con la cepa

LBA4404 (pAls4404) que lleva el vector pBlcpPLRV y seis plantas de lluinkul-MAG

sin transformar (como control negativo). En todos los casos se utilizaron plantas

crecidas in vitro de un mes de edad que fueron transferidas a maceta.

Previo al ensayo se confirmó la ausencia de PLRV, PVX y PVY por ELISA. Cabe

aclarar que en al caso de las plantas transgénicas se mide acumulación de virus

solamente, ya que la proteína de cápside que estas plantas expresan constitutivamenle

está por debajo del limite de detección del ELISA.

Luego de 9 días del transplante a tierra cada planta se infectó con 15 ninfas de Myzus

persicae que previamente se habian alimentado sobre Solanum luberosum cv. Ballenera
o Dalma stramonium con infección secundaria con PLRV. A los l3 días se eliminaron

los áfidos tratando las plantas con el insecticida Pirimicarb®.

Al mes de comenzada la infección, se hizo una observación de los síntomas debidos a

PLRV y a los 38 días del comienzo de la infección se hizo un ensayo de ELISA a cada

una de las plantas infectadas por separado.

Los síntomas característicos de la infección por PLRV son:

a) enrrollado de hoja. Puede observarse a simple vista o, en los casos en donde es 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) disminución en la velocidad de crecimiento.

A las plantas que presentaron alguno de estos sintomas se las clasificó como "con

sintomas" independientemente de la severidad de los mismos.

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



Tabla 8:

individuos n' (lc
clnncs

proporción
dc plzmlzls
con
síntomas

[54A] 0.33

I -',I.ISA

(le c/u (lc
los
clones

X

ELISA

mcnur

proporción (Iv.
planillas con
síntomas

inc lluinkul

mvnur lvcluru
cn liLISA

que lluinkul

0.02

(),()l8

FAAZ 0.83 0.087

¡54A3 ¡,00 0.025

Ii4A4 ¡,00 0.082

FAC] 0.20 0.658

FAI)! 0.33 0.493

FAÍil 1.00 0,05

Ii4l’l 0.20 0.60

OX



FÁFZ ¡,00

0,89
0.85
0,88
0,74
0,34
0,95

0,775

FAM 6 0,50

0.8|
0,72
0,63
0,17
0.70
0.80

0.638

FAGI 6 0,83

0.0|

0,002

¡7,403 ¡,00 0,005

FAI“ 0,83

0,85
0.43
0,98
0.9|
0,89
0,93

0,832

IÉ3AI 0,67

0,87
0,83
0,90
0.9|
0,3 l
0,85

0,778

[7,3/0

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

0,56

¡€3A4 0,40

0,35
0,06
0.0|
0
0,04

0,092

¡BAS 0,5

0.03
0.57
0,24
0,63
0

_ 9.12

0,265

00



I€3A6 Ó Í) 0.0| ().I7X

líÏlA7 Ó (l 0 ().|4()

¡BAR 6 0,33 0.06 0.308

lluinkul- 6 0,67 0,09 (l, I83
MAG 0.06

Se inl‘eclaronvarios clones de distintos gcnotipos transgénicoss resultanlcs de la transfonnación de
lluinkul-MAG con la cepa “34404 (pAl4404 plllcpl’l ,RV) de Agmhaclarium Irmmfircimxy plantas de
lluinkul-MAU sin trnnsfonnar con lS adultos de Myzuspcrrirm' que previamente se habían alimentado
en plantas con infección secundaria de l’l ,RV. Se muestran los resultados de la observación de los
síntomas debidos a PLRV. las lecturas (lc ELISA hechas sobre c/u (le distintos clones de un mismo
individuo y la media de los valores de lil ,lSA de cada individuo.

Se esperaban obtener dos grupos de plantas: susceptibles (con síntomas y multiplicación viral) y

resistentes (pocos síntomas y demora en la replicación del virus). Sin embargo, como se

desprende de la tabla, hay plantas de los cuatro grupos posihles:

a) con menor proporción de síntomas y menor acumulación de virus que Huinkul-MAG: E3A4,

E3A6 y E3A7.

b) con mayor proporción de síntomas y menor acumulación de virus que Huinkul-MAG: [54A],

E4A2, E4A3, E4A4, E4El, E40 l , E4G3.

c) con menor proporción de síntomas y mayor acumulación de virus que Huinkul-MAG: E4Cl,

E4Dl, E4Fl, E4F3, E3A5 y E3A8.

d) con mayor proporción de síntomas y mayor acumulación de virus que lluinkul-MAG: E4F2,
E4H l, E3A3.

E3Al tiene igual proporción de síntomas pero mayor acumulación de virus.

La media de los promedios de ELISAs de los distintos individuos de cada grupo es:

|()()



a) 0,137 c) 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 infección, ya que rindieron valores de 0 ó cercanos a 0 y se trata de un cultivar

susceptible a PLRV (no presenta genes de resistencia). Como consecuencia, el ensayo quedó sin

punto de referencia para cuantificar la inhibición de la multiplicación viral. Por esta razón,

"parece" que el virus multiplica más en varias de las plantas transgénicas que en Huinkul-MAG.

Para tratar de solucionar este problema, se tomó a la "peor" transgénica (es decir E4H l, ya que

es la planta en la que el virus replicó más) como punto de referencia en lugar de Huinkul-MAG.

Por lo tanto se consideró al valor 0,832 como 100% de multiplicación (y por lo tanto 0% de

inhibición de la multiplicación viral), y se refirieron los datos de multiplicación en las otras

plantas transgénicas a este valor. En la ligura 22 se muestran los porcentajes de inhibición de la

multiplicación viral tomando como 0% de inhibición a E4Hl.

Figura 22:

9adeinhibiciondelamultiplicacionviral o á H M H N
H m r4 N no tn H W n.
s 3 2 s, 2: 1 :5 Z 5 a si 3 e fi 5, a 3 ‘3
m 5 a m m ¡7, m a {3 m ¡a g; m m h m m

D
B B B B B B B A A A c c C D c C c D

Porcentaje de inhibición de la multiplicación viral producido en las distintas plantas transgénicas (y
cuantificado por ELISA) luego de la infección de las mismas con IS áfidos que previamente se habían
alimentado en plantas con infección secundaria de PIRV. Los datos se refirieron al valor de
multiplicación que ocurrió en la planta FAI“.
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Como se desprende de la figura 22, las plantas del grupo b) resultaron las mas protegidas frente a

la infección con PLRV ya que presentaron inhibición en la multiplicación viral de

aproximadamente entre el 100% y el 90% con respecto a la acumulación viral ocurrida en la

planta E4Hl. Les siguieron las plantas pertenecientes al grupo a) (inhibición en la multiplicación

viral entre el 89% y 78%) y las plantas pertenecientes al grupo c) (inhibición en la

multiplicación viral entre el 68% y 23%).

En la figura 23 se muestra a una planta E4Hl y a una planta de Huinkul-MAG a los 40 días de

comenzada la infección con los áridos que llevaban PLRV. Como se ve ambas plantas presentan

síntomas. E4Hl pertenece al grupo d) y es aquella planta que acumuló más virus.

Figura 23:

[54]“ (a la izquierda) y lluinkul-MAG (a la derecha), a los 40 días de comenzado el ensayo.

La figura 24 se muestra una planta E401 y una planta de Huinkul-MAG a los 40 días de

comenzada la infección con los áridos que llevaban PLRV. Esta planta pertenece al grupo h) y es

la que resultó más protegida (es decir en donde se observó una mayor inhibición de la

multiplicación viral). La planta transgénica presentó síntomas en sus hojas inferiores, pero creció

más que Huinkul-MAG (que se encuentra a su derecha). En la figura 25 se muestra una

aproximación del ápice de la planta E4Gl que no presenta síntomas.
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Figura 24: Figura 25:

IÍAGI (a la izquierda) y IIuinkuI-MMi (:1la derecha), a los 40 días dc comenzado cl ensayo.
Aproximación dcl ápice (lc la plzmm VAG].

En la figura 26 se mucslra una planta E3A6 y una planta dc Huinkul-MAG a los 40 días dc

comentada la infección con los áfidos que llcvahan PLRV. Esta planta pcrtcnccc al grupo a), es

decir presentó menor proporción dc Síntomas pero acumuló más virus que en Huinkul-MAG.
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Figura 26:

Iï3A6 (a la izquierda) y Iluinkul-MAG (a la derecha), a los 40 días dc comenzado cl ensayo.
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C: QBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSCENIQAS RESISTENTESA

INSECTOS POR EXPRESION DE LA DELTAENDOTOXINA DE BACILLUS
THURINGIENSIS:

C l) Obtención de plantas transgénicas para el gen bt 884:

Una parte dc este trabajo cs parte de una colaboración entre laboratorios de distintos países que

incluyen al CINVESTAV de Irapuato, México. Es por ello que sc trabajó no sólo con cultivares

de interés para Argentina sino también para México, como es cl caso del cultivar Alpha de
Solanmn ruber'osum de uso en México.

Las plantas transgénicas denominadas Alfa l y Alfa 2 fueron el resultado de una transformación

con el plásmido pBTI (cuyo mapa se muestra cn la figura 5) que lleva el gen br 884 (un

fragmento del gen M2 de la toxina de Bucillus thin-ingimsis subesp. Bcrliner l7 l5 que codil'ica

para la porción activa de la toxina) bajo el control del promotor de la fructopina sintctasa

(PTRZ') y de un terminador adecuado. Según Phocroen y col. (|990), este promotor es inducible

por daño en plantas, si bien no muestra ni cita evidencias experimentales de ello.

Para la transformación se usó la cepa LBA4404 (pm/1404) de Agrobac'rerimn rtmwfuricns que

lleva, además al plásmido pBTl.

El protocolo de transformación utilizado fue cl descripto en Materiales y Métodos salvo que las

plantas del cv. Alpha se micropropagaron en medio MSS y la regeneración se hizo cn un medio

con glucosa l ,6%.

C 2) Evaluación de las plantas transgénicas:

Para determinar que se trataba de plantas transgénicas y no de escapes a la presión de selección,

se realizó un ensayo de actividad de ncomicina fosfotransl'erasa.

Para determinar si el gen de interés estaba integrado al genoma de la planta, se hicieron ensayos

de Southern "blot".

Para determinar si el gen se transcribfa, se hicieron ensayos de Northern "blot".

Por último, para determinar si las plantas Alfa l y/o Alfa 2 presentaban actividad insecticida

frente a un Lepidóptero minador se hicieron ensayos de actividad biológica estudiando la

sensibilidad dc larvas de polilla del tomate (Scrabípulpu[oídas absoluta (Meyrick)) a la toxina

que estas plantas teóricamente expresaban.
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C 2.12 Ensayo de actividad del producto del gen marcador tNPT II) en las plantas transgénicas
para 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:

yl ao 15 a 30 15 3

a

b

c

d

e

nitrocolulosa fosfocelulosa

Determinación de actividad neomicina fosfotransferasa mediante "dot blot" de proteínas incubadas con y­
P-ATP y neomicina. \'

a) y b) Plantas Alfa l y Alfa 2 a testar.
c) Huinkul-MAG sin transformar (control negativo).
d) Tabaco sin transformar (control negativo).
e) Tabaco transformado con pMON 9749 que lleva el gen neo (control positivo).
Se sembraron cantidades decrecientes de la mezcla de reacción final: 30, lS y 3 ul.

Puede concluirse de este experimento que las plantas Alfa l y Alfa 2 expresan actividad NPT II,

es decir están transformadas. No se trata, por lo tanto, de escapes a la presión de selección.

C 2.2) Detección del transgén de la entomotoxina y de su transcripto por Northern y
Southern:



C 2.2.1 l Amplificación de la porción tóxica del gen br2 por PCR:

Con cl objeto de obtener una sonda adecuada para detectar el gen de la toxina de BT (en el caso

de Southerns) y mRNA correspondiente a esta toxina (en el caso de Northerns), en las plantas

Alfa l y Alfa 2, se amplificó por PCR un fragmento de |87| ph correspondiente a los primeros

1860 nt del gen br2 de Bacillus rlnn'ingíensis var. Kurstaki asf como también a l l nt de la zona

5' NC de este gen.

Como templado para la PCR se usó DNA del plasmido pES l , que contiene todo el gen de la

toxina de Bucillus rhuringimxix (3527 ph) ademas de 527 nt de la zona 5' NC y ¡68 nt de la zona

3' NC.

Los oligonucleótidos utilizados fueron diseñados ad ¡mr con la ayuda del programa ()Iigo

Versión 3.3. Como estos oligos no son completamente homólogos al templado, ya que incluyen

sitios Bam Hl en los extremos de cada uno de ellos que no estaban en la secuencia original. sc

optó por una temperatura baja de anillado: SWC.

Las condiciones de la PCR se detallan en Materiales y Metodos.

Luego de la reacción, se sembró l/5 del volumen final en un gel dc agarosa al 1%. Luego de la

electroforesis se ohservó una sola banda del tamaño previsto. Se utilizó la tecnica de marcación

por iniciación al azar para marcar el DNA asf amplificado con a32P-dCTP y usarlo como sonda

tanto para Southerns como para Northerns.

Q 2.2.2) Detección del gen br 884 en el genoma de las plantas transgénicas mediante
Southern:

En la figura 28 se muestra la corrida en un gel de agarosa de DNAs extraídos de plantas

transgénicas y de los controles correspondientes digeridos con la enzima llind lll. Esta enzima

corta en dos sitios dentro del DNA transferido de la bacteria que lleva cl vcctor pBTl (usada en

la transformación) al genoma de las plantas Alfa l y Alfa 2, liberandosc un fragmento de

aproximadamente 4 kph que contiene al gen br 2 truncado (el gen hr 884). El gel de la figura 28

se transfirió por la técnica de Southern y se hihridó con el fragmento de DNA del gen Br 2

amplificado por PCR marcado con a32P-dCTP. La autoradiograffa correspondiente se muestra

en la figura 29.
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Figura 28: Figura 29:

MEME.

Alfa1HindIII contro!+1pg control+10pg

' control+100marcontrol-Hindm A‘Alfa2HindIII

9

5
gs
ii
É

Figura 28:Callcs A, B, C: Como control positivo se sembraron 100, IO y l pg dc DNA complementario a
la sonda a usar en la hibridación: se trata de 885, 88,5 y 8,85 pg del plásmido pESl linealizado (el DNA
complementario a la sonda es un 11,3% del plásmido ya que el plásmido pESl tiene aprox. 17,75 kpb y
la zona complementaria a la sonda tiene 2 kpb).
Calles D, E y F : 20 pg de DNA de Alfa l, Alfa 2 y Huinkul-MAG (como control negativo) digeridos con
Hind III. Calle G: marcador de peso molecular.
Figura 29: Las calles rotuladns como control positivo 100, lO y l de la figura 29 corresponden a las calles
A, B y 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 tamaño esperado: 4 kpb que no está presente en el control negativo (calle F de la

figura 28). Se demuestra por lo tanto que el gen bt 884 está incorporado al genoma de Alfa l y
Alfa 2.

g; 2.2.3) Northern: Detección del mBNA correspondiente a1 gen bt 884 en Alfa 1 y
Alfa 2:
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Una vez detectado el gen br 884 en el genoma de Alfa l y Alfa 2 fue fundamental determinar si

este gen se transcribt'a, es decir si se sintetizaha el mRNA correspondiente.

Se corrieron 20 pg de RNA total de Alla l y Alla 2 así como también (le Huinkul-MAG como

control negativo. Como sonda se usó el fragmento de DNA del gen br 2 amplificado por PCR

(usado en el Southern).

Como se muestra en la figura 30 tanto en Alla l como en Alla 2 hay mRNA correspondiente al

gen br 884.

Figura 30:

control Alfa'l
1Alfa2

Se corrieron 20 pg de RNA total de plantas mediante electroforesis desnaturalizante de agarosa al 1.5 %.
Las muestras provinieron dc:lluinkul-MAG como control negativo, Alfa l y Alfa 2.
El RNA se transfirió a un filtro de Nylon por la técnica de Northern y se hibrido con un fragmento
obtenido por PCR que contiene el gen bt 2 marcado con 0LA2P-(Ï'l'l’ por la técnica de iniciación al azar.
La prehihn'dación e hibridación se hicieron tal como se describe en la puesta a punto de los Northems.
La figura corresponde a la autorradiogral‘ía resultante.

C 2.2.4) lnmunodot: Detección de la entomotoxina de BT en Alfa l y Alfa 2.

Para evaluar el nivel de proteína (toxina) sintetizada por las plantas transgénicas se
tomaron 300 mg de hoja de plantas micropropagadas, las cuales se homogenizaron en el
buffer de extracción y, luego de una clarificacion a máxima 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 pudieron detectar señales positivas en las muestras de Alfal y Alla2, el
experimento se repitió usando AMPPD como sustrato, para aumentar la sensibilidad. La
detección se hizo por fluorograffa de la quimioluminiscencia generada por la membrana
en el transcurso de una noche, tal como se observa cn la figura 3 l.
Figura 31

Alfa2Alfa? Hui

domxy
Se sembraron 100 ul de 4 diluciones seriadas al medio partiendo del "tal cual", de extractos de proteínas
de Alfa l, 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.Ilmringiensis. La figura es el resultado
de la exposición de la membrana durante toda la noche

La figura muestra que el control positivo que consiste en un extracto diluido de esporas
de Bacillus thuringiensis var. kurstakii produce una clara señal, mientras que no se pudo
detectar reacción en los extractos vegetales. Si bien no fue posible cuantificar la
sensibilidad de este ensayo, resulta claro que el nivel de expresión de la proteína de
interés es bajo.

C 3) Bioensayode 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 biológica, se pasaron

plantas de Alfa l, Alfa 2, así como también de dos testigos negativos Huinkul-MAG y Spunta

crecidas in vitro, a maceta (ver Materiales y Métodos).
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Con el objeto de comprobar que la población de Scrnhipalpuloides absoluta (Meyrick) a utilizar

en el ensayo no presentaba problemas para completar su desarrollo usando a la papa como

recurso alimentario, sc realizó una generación completa del lepidoptero sobre plantas de papa.

Como resultado de esta primera generacion se obtuvieron 300 pupas, indicando que esta fuente

alimentaria permite la multiplicación 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 l, Alfa 2, Huinkul-MAG y Spunta, con el propósito de obtener una

cantidad adecuada de huevos. Tras 72 hs de exposición, se separaron los 4 grupos de plantas en

jaulas individuales y se contó el número 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 eclosión de las larvas, se observaron galerías y larvas vivas tanto en las

hojas de las plantas transgénicas Alfa l y Alfa 2 como en los controles Huinkul-MAG y Spunta.

A pesar de ello, el daño observado (tamaño y número de galerías) en las plantas transgénicas lue

considerablemente menor al registrado en las plantas control.

Figura 32:

Detalle de una hoja de una planta control (lluinkul-MAG) a dos semanas de la eclosión de las larvas de
Scrohipalpulnides absoluta (Meyrick).
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Figura 33:

Detalle dc una hoja (lc una planta Alfa l a (los semanas (lc la eclosión (lc las larvas dc Scmbipalp"¡oídas
absoluta (Mcyrick).

Asimismo, cl desarrollo dc las larvas criadas sohrc las plantas lransgónicas fue mcnnr que cl

observado cn las plantas testigo. Las larvas que cslahan sobre las plantas Alfa l y Alla 2 no

alcanzaron cl estado dc pupa y, por lo tanto, tampoco cl (lc adulto. En cambio. cl desarrollo

larva] en las plantas control sc completó normalmente.

l IZ



Figura 34:

Desarrollo alcanzado por las larvas (lc SembipuIpuloirles (¡lun/um (Mcyrick) sobre las plantas
transgénicas Alfa l (al), Alfa 2 (a2), y sobre los controles Spunla (S) y IIuinkuI-MAG (II). JImln a las
larvas desarrolladas cn la planta control sc muestran las pupns correspondientes.
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m >D: OBTENCION DE PLANTAS DE PAPA TRANSCENICA._BI;_ISTENTE
HERBICIDAS TOTALES:

D l) Obtención de plantas de papa transgénicas para el gen bar:

Sc utilizo el protocolo de transformación de discos de hoja de papa para la obtención de plantas

de Solanum rubernsum cv. Huinkul-MAG resistentes a herbicidas por expresion del gen bar.

Se hizo un ensayo pequeño, ya que se partió de 25 discos de hojas. Durante el ensayo hubo

graves problemas de contaminación, por lo que se descartaron muchos explantos. Todo esto hizo

imposible el cálculo de la eficiencia tanto de regeneración como de transformacion en este

ensayo. De todas maneras, obtuvo una planta capaz de enraizar en medio selectivo

(kanamieina 50 ug/ml) en adelante llamada AE2.

D 2) Chequeo ¡n vitro de la resistencia a fosl'inotricina:

Para chequear si lluinkul-MAG presentaba o no resistencia natural (en condiciones de

laboratorio) al herbicida comercial Basta®, se hizo, en una primera etapa, una curva de

sensibilidad de ápices de Solanum mbemsum cv. Huinkul-MAG sin transformar a distintas

concentraciones de Basta® en el medio de cultivo in virrn.Para ello se hicieron dos ensayos
sucesivos.

En el primero se colocaron ápices en 4 concentraciones crecientes de fosfinotricina: 25, 50,100 y

200 mg/I, ademas de un control sin fosfinotricina. Se utilizaron lO ápices por cada tratamiento.

En todos los casos el medio contenía cefotaxime (300 mg/l), antibiótico necesario para controlar

el crecimiento de las agrobacterias (si bien se trata de plantas sin transformar, y por lo tanto sin

contacto con agrobacterias, se trato de reproducir las condiciones a las que se someten las plantas

transformadas). Como resultado de este primer ensayo, todas las plantas crecidas en tubos con

Basta® presentaron elorosis primero y murieron al cabo de 5 dias. En todos los casos la elorosis

comenzó en la base de la lámina, en forma similar a lo conocido para otras plantas incluyendo

otros cultivares de papa.

Se decidió por lo tanto ensayar concentraciones menores del herbicida en el medio: esta ve7.se

colocaron ápices en 3 concentraciones distintas de fosfinotrieina: t),I; l y lt) mg/l en cada tubo,

con lO repeticiones por tratamiento. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 9:

caract / clorosis enraizainiento

conc. I’l’I'Snig/I).

0 0% [00%

0. I 40% ¡00%

l 70% 60%

10 ¡00% 0%

Porcentaje dc plantas del cultivar lluinkuI-MAG que presentan clorosis y/o son capaces de enraimr en
medio P con cefotaxime (300 ing/I) y concentraciones crecientes (le fosfinotricina (I’l’l').

El siguiente paso fue ensayar la resistencia de la planta transgénica AE2 a la fosfonitricina en el

medio de cultivo. Para ello se optó por utili‘lar ¡,2 mg/l de fosfinotricina ya que por el

mecanismo de acción del herbicida y de Ia fosfinotricina acetil transferasa (PAT) (resistencia por

detoxificación), si sc agrega una concentración muy grande de herbicida en el medio, la

resistencia puede ser sobrepasada.

El ensayo se hizo con ápices de Solanum rubemsum cv. HuinkuI-MAG sin transfomiar (como

control) y con ápiccs de AEZ. Se hicieron 16 repeticiones por tratamiento. Se incluyó un
tratamiento sin t'osfinotricina.



Llhla l():

conc. ('ontrol AI¡.2

SNIE/l)

cnraizadas y 0% ¡00%

verdes

no enraizadas y l()()% 0%

cloróticas

Porcentaje (lc plantas de lluinkuI-MAG (Control) y transgénicas para el gen bar (AÍEZ)capaces de
enraizar y con buen aspecto general o incapaces de enraizar y cloróticas, a los l5 dlas de cultivo en
medio I’con cofotaxime (300 mg/l) y l.2 ing/l de fosfinotricina.

Se concluyó por lo tanto que la planta AE2 presenta resistencia la losfinotricina en condiciones
in vitro.

En la figura 35 se muestra a una planta transgénica AE2 (rotulada en naranja) y una planta

control sin transformar (Solanum rubemsum Huinkul-MAG. rotulada en amarillo) en un medio

sin herbicida. Ambas plantas presentan un fenotipo normal.

En la figura 36 se muestran las mismas dos plantas en un medio con Basta® (¡,2 mg/l de PPT).

La planta transgénica no presenta clorosis y enrafza normalmente. La planta control no fue capaz

de enrai7ar ni crecer. Sus hojas se tomaron cloróticas primero y necróticas despues, hasta que el

cxplanto se seco completamente.

En la figura 37 se muestra un planta AEZ en un medio con el herhicida a la izquierda y otra

planta igual (AE2 de la misma edad) en un medio sin el herbicida a la derecha. Como se observa.

el herbicida no ejerce ningún electo sohre la planta transgénica, ya que Ia planta permanece

verde, enrafza y tiene un buen aspecto general.

En todos los casos las fotos se tomaron l5 días después de haberse mieropropagado los apices a

medio fresco.



Figura 35:

M312(a la izquierda) y Iluinkul-MAG sin transformar (a la (lcrcchn) luego de 15 días dc haberse pasado a
medio dc micropmpagnción sin hcrhicidn.
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Figura 36:

AEZ (a la izquierda) y I-Iuinkul-MAGsin transformar (a la derecha) luego de ¡5 días de haberse pasado a
un medio dc micropropagación quc contenía 1,2 mg PPT/l.
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Figura 37:

«w-W'W4'(Nwtw‘ll<MMm-W<Wwva

AE2 micropropagada en un medio con ¡,2 mg PPT/l (a la derecha) y cn el mismo medio sin PPT (a la
izquierda).

D3) Chequeo in vivodela resistencia a fosfinotríeina:

Se transfirieron 12 plantas AE2 y 12 plantas Huinkul-MAG crecidas in vitro de un mes de edad a

macetas. A lO días del transplante, se pulverizaron 6 plantas de cada tipo con una solución de l

gramo por litro de Basta®. Se "pulverizaron" además, 6 plantas de cada tipo con agua.

A los dos días de iniciado tratamiento con Basta®, los bordes de todas las hojas de las plantas

Huinkul-MAG se curvaron hacia abajo. Esto no ocurrió en las plantas AE2 tratadas con el
herhicida.
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A los cinco días de iniciado el tratamiento las plantas Huínkul-MAG estaban completamente

secas, mientras que las plantas AE2 presentaban el mismo aspecto que las plantas de Huinkul­

MAG ó AE2 rocíadas con agua.

Figura 38;

n-nuc-l rumana un: "mmm Mm. . unn-nc ¡mnsnrmc HUINKULmc.
‘ . ¡rm lq l Im 2)

Aspecto general de plantas transgénicas (AlíZ) del cultivar lluinkul-MAG sin tratar con el hcrhicida
(control) y a los 5 días de ser tratadas con l g/l de PPT.
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Figura 39:

"eaten HUINKUL MAG
(l‘Pl lq l' m7)control HUlNKUL MAG

Aspecto general dc plantas del cultivar lluinkul-MAG sin tratar con el hcrbicida (control) y tratadas Con
l g/l de PPI". Las fotos fueron tomadas a los 5 (lías (lc iniciado cl tratamiento.

Figura 40:

Hv gh"! llull» NI VL“.
¡lli ¡'l l' ' lleated YRANSGENlCHUlNlUL MAO

¡PPI lg I 1 m 2)

Aspecto general dc plantas del cultivar lIuinkul-MAG y (lc plantas transgénicas (AlïZ) del mismo Cultivar
a los 5 días de ser tratadas con l g/l (lc PPT.
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A) Transformación de papa:

En el presente trabajo de Tesis se ensayaron distintas alternativas para lograr Ia regeneración y

transformación eficiente de cultivares de papa de interés en el pais. Una de estas alternativas fue

la utilización de rodajas de tubérculos como explantos de partida en experimentos de

regeneración. Los resultados obtenidos no fueron rcproducibles, probablemente debido a la

heterogeneidad en las condiciones de edad y almacenamiento de los tubérculos. Varios autores

señalaron la baja reproducibilidad de las eliciencias de regeneración y transformación cuando se

usa tubérculo como explanto de partida. Sheerman y col. (¡989), señalaron a la edad de los

tubérculos como un parámetro critico: con tubérculos de más de ó meses de edad no obtuvieron

resultados rcproducibles. Además existen dudas con respecto a las condiciones de

almacenamiento adecuadas: algunos autores sostienen que los tubérculos deben permanecer a 4

"C (Sheerman y col. 1988; Stickema y col. l988) mientras que observaciones de la Dra. P.

Malnoe (Estación Experimental Agricola de Changins, Nyon, Suiza, comunicación personal)

indicaron que se obtenían mejores resultados si los tubérculos eran almacenados a ¡5 "C. La

utilización de tubérculos como explanto de partida conlleva un procedimiento de desinfección

muy largo (de aproximadamente 3 hs) y tedioso. Estos inconvenientes indujeron a lshida y col.

(1989) a utilizar tubérculos crecidos in virm como material de partida, aunque este grupo no

logró, con ellos, eficiencias altas de transformación.

La utiliïación de hojas de plantas crecidas in vitro en cámaras de crl'a demostró ser, en nuestras

manos, un procedimiento más simple, y dió lugar a eliciencias de regeneración del ¡00% y de

transformación no solamente rcproducibles sino también comparables o mejores que las

informadas en los protocolos publicados hasta el momento. En la tabla que se presenta a

continuación se muestran las eliciencias de transformación logradas por otros grupos:



Tabla l l:

Explanlo utilizado Autor El. lrausf. cultivares de papa

Tubérculo Stickema l988 l% Bintje y Desiree

4,8% Pentland Dell,

Tubérculo Sheerman ¡988 ¡6% Desirée

Mini tuberculo Russet Burbank

in vitro lshida 1989 No aclara Lemhi Russel

Hoja De Block ¡988 No aclara Bintje, Dósirée

Hoja Tava7.7a ¡988 23% Desirée

9% Superior

Hoja Wenzler |989 20% Dósiróe

40()-500% FL 1607

Hgia este trabajo l3-33%* HuinkuI-MAG

Ho'a Rocha-Sosa 1989 No aclara Desiree

¡3% Desiree

Tallo Ncwcll |99| ¡4% Kennebec

2% Russel Burbank

[ixplanto dc partida. autor y eficiencia de lransl'onnación lograda para distintos cultivares de papa, cn
éste y otros trabajos.
"' Efli fue del 33% cuando se utilizó el vector pBlcpl’LRV y del ¡3% cuando se utilizó el vector (lllS­
intrón.

En cuanto a los escapes a la reacción GUS observados, hay que considerar que si bien el gen

GUS está bajo el control de un promotor más fuerte (el 358) que el promotor que controla el gen

que confiere resistencia a kanamicina (Pnos), la reacción en sf tiene menor sensibilidad debido a

la baja permeabilidad del sustrato X-Glu cn el tejido y a la alta inestabilidad del X-Glu en

solución. Es sabido que aún en el caso de transgenes ligados, la expresión de los genes no es

equiparable. Dado que la selección se realizó en presencia de kanamicina, no sorprende que se
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obtenga buen nivel de expresión del gen nm aunque el promotor no sea fuerte. En cambio, no

existió seleccion por alta expresión del gen uidA responsable de la expresión de GUS. Además.

un trabajo reciente (()ttaviani y col. ¡993) demostró que en algunos casos, la transcripción del

gen GUS a partir del promotor de 358 cs suprimida por metilación del DNA (específicamente en

el gen GUS y en el promotor de 358) en plantas de papa del cv. Bintje transformadas con el

vector pBll2]. En el trabajo publicado por Wen7.lery col. (1989), el 65% de los tallos que

regeneraron en kanamieina expresahan GUS. Pueden tratarse de escapes a la presión de

selección, escapes a la reacción de GUS y, a la luz de los resultados de ()ttaviani, falta de

expresión por metilaeion del DNA. En nuestro caso se trata de escapes a la reacción de GUS (es

decir, bajos niveles de expresión) o a metilación del gen y/o el promotor de 358. ya que el l0()%

de las plantas fue positiva en el ensayo de NPTll.



A mediados de l99(), Kawchuk y col. obtuvieron plantas transgénicas de papa (cv. Dósiróe)

resistentes a PLRV. La construcción utilizada tenla el gen de la cápside rodeado por l l nt del

extremo 5' no codificante y l l2 nt del extremo 3' no codificante, bajo el control del promotor

doble de 358. A los 3 meses de la infección (realizada mediante 5 al'idos, que previamente se

hablan alimentado en plantas de Í’Íl_)‘.\'(1ÍÍS[)llÍ)(’.\'('t’Il.t‘infectadas, por planta) las plantas

transgénicas tenlan un ¡0% del virus presente en las plantas control (reducción del 90% cn la

multiplicación viral). Sólo en algunos casos fueron capaces de detectar la protelna de cápside por

Western, por lo que propusieron que la proteína se encuentra por debajo del llmite de detección

de esta tecnica ((),0l% de las protelnas solubles totales) o que se degrada rapidamente.

En |99| el mismo grupo obtuvo plantas transgénicas del cultivar Russel Burbank utilizando dos

construcciones distintas a la anterior: una de ellas inclula el gen de cápside bordeado por l92 nt

del extremo 5' no codificante (en un intento para mejorar los niveles de transcripción) y la otra

tenía el gen de cápside con sus zonas aledañas en orientación antisentido de manera que las

plantas resultantes producían un antimensaiero dc la protefna de cápside. Los niveles de

transcripción fueron similares para las dos construcciones. En ningún caso detectaron la prolclna

de capside viral por Western. Sorprendentemente obtuvieron los mismos niveles de resistencia

con las dos construcciones: entre l y 8% de la multiplicación viral con respecto a los controles

sin transformar. En este caso aumentaron cl nivel del inóculo ll) veces (Sl) áfidos por planta).

Ademas, observaron una reducción significativa en la habilidad de Myzus persic‘uv para

transmitir el virus desde las transgénicas a plantas de P. pulmrcens sanas (siempre que los tftulos

virales en las mismas fueran iguales o menores al 5% de los controles). Este hecho es

particularmente importante ya que la epidemiología se verla afectada, reduciendose la

transmisión viral en el campo y a campos vecinos sin el uso de insecticidas.

van der Wilk y col. (|99|), obtuvieron niveles similares de resistencia en plantas del cultivar

Desiróe transformadas por una construcción que llevaba cl gen (le cápside bajo el control del

promotor del transcripto de 35 S. Tampoco este grupo fue capaz de detectar la proteína de la

capside en las plantas transgénicas.

En ¡992 Barker y col. obtuvieron plantas de papa lransgónicas (cv. Pentland Squire y Desirec)

para la proteína de cápside de PLRV asl como l l l nt del extremo 5' y 262 nt del extremo 3' no

codificante. Fueron capaces de detectar Ia protelna de cápside en algunas plantas de Pentland

Squire (nunca en Desiree). En este caso no midieron los niveles de resistencia en infecciones

primarias sino en las secundarias, las más importantes a campo, ya que la diseminación del virus

ocurre principalmente de fuentes con infecciones secundarias más que con infecciones primarias.

Las concentraciones virales fueron de ó a 4 veces menores que en los controles para Desiree y de
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3 a 2 veces menores que los controles para Pentlaml Squire. Los niveles (le resistencia no

dependieron en los niveles de proteína de cápside detectada (es decir no hallaron mayor

resistencia en aquellas plantas donde habla proteína de cápside detectable). Los niveles de virus

encontrados en las transgénicas fueron similares a los encontrados en cultivares producidos por

metodos de mejoramiento clásicos como por ejemplo 06845 y 07714.

En el presente trabajo, se obtuvieron plantas de papa de cultivares de uso local (Huinkul-MAG y

Spunta) que expresan el gen de cápside viral, asf como también l()() nt del extremo 5' NC y 59 nt

del extremo 3' NC de este gen. Es la primera VC'I.que se clona y secuencia un aislamiento

sudamericano de este virus. Para realizar el clonado se amplificó el fragmento de interes por

PCR usando RNA de planta infectada para sintetizar el cDNA total que sirvió como templado de

partida. Esto evitó el paso de purificación viral, que es particularmente conflictivo en el caso (le

este virus que replica solamente en celulas de floema y acompañantes.

Asimismo, se hizo un ensayo preliminar de multiplicación viral (cuantificada por ELISA) en

plantas transgénicas y control infectadas mediante áfidos que previamente se hablan alimentado

en plantas de papa con infección secundaria (le PLRV.

El ensayo se realizó del mismo modo que el utilizado por los Ingenieros Butzonitch y Colavita

de la Estación Experimental INTA-Balcarce para la evaluación de distintos genotipos de papa en

planes de mejoramiento. Por lo tanto, para el caso de plántulas jóvenes como las de este ensayo,

se utilizaron 15 áfidos por planta, dado que esta es la dosis adecuada para lograr un grado de

infección aceptable. Esta dosis se eligió para no sobrepasar los posibles niveles de resistencia

que presenten las plantas; dosis mayores podrían conducir a necrosis y muerte de las plántulas

por efecto de la reacción a los áfidos.

Se agruparon las distintas plantas transgénicas en 4 grupos: (a), b), c) ó d), en base a la

acumulación de virus evaluada por ELISA y la proporción de plantas con síntomas.

En los casos a) y b) en los que se acumula menos virus que en el control (Huinkul-MAG sin

transformar) no se puede descartar la existencia de escapes a la infección. En caso (le resistencia,

la cantidad de virus accesible a futuros áfidos vectores que se alimenten de estas plantas será

menor, lo que naturalmente traerá aparejado un cierto control de la virosis.

Las plantas pertenecientes al grupo b) constituyen un caso interesante, ya que presentan síntomas

pero la multiplicación viral está inhibida. En el caso de plantas transgénicas para el gen (le

Cápside de PVY se observó algo similar (comunicación personal de la Dra. Pfa Malnoe, Estación

Experimental Agrfcola dc Changins, Nyon, Suiza,). Esto podría deberse a que la aparición de los

síntomas se vea potenciada por el producto del transgón y el inicio de la multiplicación viral.

Segun Kawchuk (l990 y l99l) y van der Wilk (|99|), las plantas de papa de los cultivares

Desiree y Russet Burbank crecidas en invernadero no presentaron síntomas en infecciones

primarias. No obstante, Kawchuk (|99|) menciona que algunas de las plantas transgénicas
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presentaron síntomas luego de la infección (no aclara a los cuantos dfas). Estos autores

consideraron que los síntomas de infecciones primarias son, en general, difíciles (le evaluar y los

atribuyeron a las condiciones de crecimiento cn que se hallaban las plantas.

Los casos en los que se obtiene baja o nula lectura en el ELISA, pueden deberse a que la planta

presentó resistencia o a que la planta escapó al inóculo inicial. Esto último ocurrió claramente en
por lo menos tres de los clones de lluinkul-MAG, ya se trata de un cultivar susceptible a la

infección con PLRV (carece de genes de resistencia) y en estos clones no se observó o se

observó muy baja multiplicación viral. Sin embargo esto no ocurrió en varias de las plantas

transgénicas en las que se observó multiplicación viral en todos los clones analizados. Por esta

razón, si se toman los promedios de lectura de ELISA, "parece" que en estas plantas trangenicas

el virus "replica más" que en Huinkul-MAG. Esta es una explicación plausible para los grupos c)

y d) en los que la multiplicación viral es mayor que en l-Iuinkul-MAG.

Con respecto al efecto de la expresión del gen de capside viral (el transgón) en las plantas

infectadas con virus, teóricamente hay tres posibilidades:

a) que la expresión del transgen provoque una disminución en la multiplicación viral.

b) que la expresión del transgen no afecte la multiplicación viral.

c) que la expresión del transgen facilite la multiplicación viral.

La posibilidad a) es la esperada y, como se dijo, se ha reportado muchas veces, incluyendo el
caso de PLRV.

La posibilidad b) también se ha observado. ()curre en varias situaciones como por ej. cuando el

transgén se inserta en zonas transcripcionalmente inactivas del genoma de la planta o cuando

ocurre metilación del transgón luego de la integración.

En cuanto a la posibilidad c), si bien es teóricamente posible, no se han reportado casos.

El referir la multiplicación viral que se observa en las distintas plantas transgénicas, a la

multiplicación ocurrida en la "peor" transgénica (en cuanto a la efectividad para restringir la

multiplicación viral, que es lo que se busca), sera una subestimación de la efectividad de las

distintas plantas si lo que ocurre es el caso a). Es decir que si aun la "peor" transgénica inhibe en

algo la multiplicación viral, al calcular la inhibición de la multiplicación con respecto a ella
estamos cometiendo una subestimación.

Si por el contrario en la "peor" transgénica la expresión de la proteína de cápside facilita la

multiplicación viral (caso c), al referir los datos (le las demás transgénicas a ella se cometerá una
sobreestimación.

Finalmente si en la "peor" transgénica el transgón no tuvo efecto alguno sobre la multiplicación

viral, entonces esta planta puede ser tomada como punto de referencia al igual que lluinkul­
MAG sin transformar.
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Los grupos a), b) c) y d) hechos en base a la acumulación viral y la proporción de síntomas con

respecto a l-luinkul-MAG. se correspondieron casi perfectamente con la inhibición de la

¡multiplicación viral tomando a la acumulación producida en FAHI como punto de referencia

(¡00% de acumulación; 0% de inhibición).

Un párrafo aparte merecen las plantas del grupo c) cn las que hay multiplicación viral pero no se

observa sintomatología, loque por muchos fitopatólogos cs conocido como tolerancia. Para
confirmar la falta de efecto de la infección será necesario contar con los datos de rendimiento.

De algunos "candidatos" que surgieron en este ensayo y que seguramente surgirán en ensayos

similares, se harán curvas de acumulación viral, a distintos dfas postinfccción. Se planea también

detectar los niveles de PLRV en los tubérculos producidos por las plantas transgénicas infectadas

para determinar si hay o no una disminución en la cantidad de virus transportado a tubérculo y

determinar si el rendimiento (peso de tubérculos producidos) se ve o no afectado por la

expresión del transgón.

Los síntomas fucron registrados al mes del comienzo de Ia infección; esto fue, quizás, un poco

tarde para efectuar la selección dc candidatos, ya que el retraso en la aparición de los síntomas

también es una caracteristica de interes distintaiva de la estrategia de protección por expresión

del gen de cápside.

B l) Propuestas para el mecanismo de protección a PLRV:

El gen de la proteina de cápside en orientación sentido o anlisentido de PLRV fue igualmente

eficaz para conferir protección. Esto constituye una diferencia fundamental con respecto a la

resistencia mediada por proteina de cápside hallada para todos los demás virus. Las

construcciones anlisentido de cápside de PVX (Hemenway y col. ¡988) o CMV (Cuozzo y col.

1988) confirieron protección sólo frente a inóculos virales bajos, y en todos los casos fueron

menos eficientes que las construcciones del gen de proteína de cápside. La transmisión dc

PLRV, al contrario que estos virus, ocurre mediante áfidos vectores de manera persistente. La

acumulación viral es lenta y los tftulos virales permanecen bajos, lo que provocaría que cl

transcripto anlisentido tenga una mejor oportunidad para interferir con la replicación viral.

Kawchuk y col. (1991), proponen que los transcriptos sentido o anlisentido interferirfan con la

hebra dc RNA viral de polaridad opuesta. Palukaitis y Zaitlin (l984) plantearon este mismo

modelo para explicar el fenómeno de protección cruzada. Dado que los niveles de RNA viral

positivo y negativo difieren durante el curso de la infección, Kawchuk y col. (|99|), sugieren

que la resistencia ocurrirfa en una etapa temprana de la infección. en la que tanto los niveles de

RNA positivo como negativo son bajos. El proceso de infección también podría estar afectado
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por una pusith competencia entre el RNA expresado en las plantas lransgónicus y el RNA del

virus desafiante por factores esenciales (como por ej. la replieasa) virales n del huésped.



C) Resistencia a insectos por expresión de la deLtïentomotoxina de Bacillus thuringiensis:

Para la evaluación de plantas que expresan la toxina de Bm-illus rlim-ingimsis, generalmente se

ha usado Mamiuca sexta ("hornworm" del tabaco) ya que es un Lepidóplero muy sensible a la

toxina de BT y fácil de criar (Vaeck y col. [987; FischholT y col. l987; Barton y col. ¡987).

Estos autores cuantificaron la mortalidad de larvas sobre las distintas plantas transgénicas

producidas.

En el presente trabajo no se observó mortalidad sino una disminución en la alimentación de las

larvas de Scmhipalpuln¡(It's absoluta (Meyrick), loque trajo como consecuencia una reducción

en el número y tamaño de galerias, con el consiguiente menor daño en las hojas. Barton y col.

1987, observaron que plantas catalogadas como "no tóxicas" frente a Maru/um sexta, en el

sentido que no producían mortalidad de las |arvas,resu|laban menos dañadas debido a que las
larvas se alimentahan menos.

Se observó además un retraso en el desarrollo de las larvas: las que se alimentahan de las plantas

transgénicas Alfa l y Alla 2 no alcanzaron el estadio de pupa, no así las que se alimentahan de

las plantas control, que se desarrollaron normalmente.

Otros lepidópteros como llelinris zm (gusano del capullo del algodón), Ilelinris virmcenx

(gusano de los brotes de tabaco), Pecrinnphm-a gnxsipit’la (lagarta rosada) y Spmláprera ariguu

(gusano de la remolacha. "beet armyworm") son menos sensibles a la toxina (le BT que Malu/lira

sexta. En estos casos raramente se observó mortalidad, sino reducción en los niveles de

alimentación, tasa de crecimiento y desarrollo de larvas sobre plantas transgénicas con respecto a

larvas que se alimentahan en plantas control. Fischholf y col. (1987) observaron que larvas de

Helioris virescens sobre hojas control duplicaban su tamaño en 4 días, mientras que las larvas

sobre hojas de plantas transgénicas, estaban mal desarrolladas y no aumentaron de peso en el

mismo lapso. Similarmente, Perlak y col. (¡990), informaron una reducción en el desarrollo de

larvas del gusano del capullo del algodón.

Específicamente en papa, Phoerocn y col. (1990), hallaron que sólo el ¡6% de las plantas

transgénicas para BT causaban mortalidad de larvas de Mundua: sexta; el resto producía una

seria inhibición en el crecimiento de las mismas. Este mismo grupo estudió el daño producido

por larvas de la polilla de la papa (PhIhnrimuca operrulella, también llamado gusano del

tuberculo) sobre hojas del cultivar Kennebec. A los 4 días observaron inhibición en el desarrollo

larvario. Sugiricron que este lepidóptero perteneciente a la misma familia ((ielechiidae) que la

polilla de tomate con la que se trabajó aqui, es menos sensible a BT que Mundua: sexta.

Estudiaron también el daño producido por la polilla de la papa sobre tubérculos de plantas

transgénicas para BT y plantas del cultivar Berolina como control. Hallaron larvas con el

desarrollo retrasado en los tubérculos de las plantas transgénicas.
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En el presente trabajo, si bien fue claramente posible detectar la presencia del gen por Southern

blot asi como su expresion por Northern blot, no fue posible detectar el producto del gen por

inmunodot, indicando que el nivel de proteína es muy bajo, ya sea por una baja eficiencia de

sintesis o por una acelerada degradación. En este contexto es interesante mencionar el trabajo de

Phoeroen y col ( ¡990) los cuales afirman que el promotor que regula la expresión de la

entomotoxina en la construcción utilizada es del tipo inducible por daño aunque no dan

evidencias de ello y no hay menciones sobre el tema en trabajos en los que se utiliza este

promotor. De ser cierta la necesidad de inducción por heridas, se explicaría la falta de detección

de la proteína en condiciones normales. El insecto produciría el daño inducicndo la sintesis de la

toxina que tiene efecto negativo sobre su desarrollo.

Si bien es conocido que el uso de plantas de estas caracteristicas no evita un nivel basal de daño

inicial debido a que el insecto debe ingerir tejido vegetal conteniendo la toxina para que esta

actúe, probablemente el nivel de expresión de las toxina de BT por parte de All'a l y Alfa 2 no

fue la adecuada en cantidad o calidad para evitar la formación de galerias o causar la muerte de

las larvas en forma más temprana. A pesar de ello, la estrategia de obtención de plantas

transgénicas que expresan el gen truncado de la toxina de Bari/lux rhuringimsís fue exitosa para

el control de la polilla del tomate: si bien dañadas, las plantas Alfa l y Alfa 2 sobrevivieron al

ataque de las larvas, no asi las plantas lluinkul-MAG y Spunta control. Además las larvas que sc

alimentaron en las plantas Alla l y Alfa 2 no se desarrollaron totalmente ya que no alcanzaron el

estadio de pupa.

Es importante recalcar que la aplicación de los productos comerciales Biotrol Xk® y Biotrol

plus® (que contienen esporas de la subespecic Bcrliner de BT) y el producto comercial Dipe|®

(que contiene esporas de la subespecic Kurstaki de BT) no tuvieron efecto significativo sobre

larvas de Scrnhipalpu¡vides absoluta (Meyrick) que infectaron plantas de tomate (Ripa, |98 l;

Moore, 1983), siendo este el primer trabajo que indica la susceptibilidad de este importante
insecto a la toxina de BT.



D) Plantas resistentes a l'osl'inotrlcina por expresión del gen bar:

Según Loyola Vargas y col. (¡984), la utilidad de la estrategia que se basa en la St)hl'Cpl'tKIIICCÍÓII

de la proteína blanco del herbicida no está muy clara en el caso de la glutamina sinlelasa. listo sc

debe a que la conversión de mayor cantidad de glutamato en glutamina podría tener electos

indeseados en el ¡metabolismo del nitrógeno de la planta.

Según De Block y col. (|987), el uso de la estrategia basada en Ia introducción de una forma

mutada de la glutamina sintetasa que no es inhibida por el herbicida tampoco es probable en este

caso: debido al rol fundamental de esta proteína. una pequeña modificación de sus propiedades

enzimáticas podría dar lugar a muchos inconvenientes. Además, como se trata de un mullfmero,

los complejos que se formen entre las proteínas nativas y las mutadas podrían ser igualmente

inhibidos por el herbicida.

La introducción de una enzima detoxificante es entonces teóricamente la mejor estrategia para la

obtención de plantas resistentes a I'ostinotricina.

La planta AE2 producida por transformación de lluinkul-MAG con un vector que lleva el gen

bar bajo el control del promotor PTR2', demostró ser resistente, no sólo in vilm sino también in

vivo a dosis de fosfinotricina más altas que las normalmente utilizadas para controlar malezas

(entre 2,5 y 7,5 l Basta® / ha).

Se utili7aron 0,5 litros de una solución de l gramo de PPT por litro de agua para tratar un area

de 0,5 m2; ésto equivale a ¡0.000 g PPT/ ha. El Basta® comercial tiene 20 g PPT por cada l()()

ml, por lo que la dosis utilizada correspondió a St) l Basta® l ha. Es decir que se demostró que la

planta AE2 resiste por lo menos una dosis l() veces mayor a la normalmente utilizada para

controlar malezas a campo.

En cuanto al uso del gen bar como marcador de selección, se han hecho curvas de

sensibilidad de plantas de l-luinkul-MAG a la fosfinotricina in vitro. El hecho de que se

haya determinado que una concentración de 1,2 mg PPT/l de medio de cultivo es

adecuada para distinguir una planta transgénica de una que no lo es, no implica que esta

sea la concentración justa a usar durante la regeneración de plantas transformantes (como

marcador de selección), pero st da una idea del orden con el que conviene empezar a

trabajar.

Este gen resulta de particular utilidad cuando se trata de analizar la progenie de plantas

transgénieas. En tabaco, por ejemplo se hizo germinar toda la progenie a campo y se la

trató con el herbicida, observándose una tasa de 3:] que indica que el gen se heredó

mendelianamente (De Block y col. |987).
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Conclusiones



Se ha logrado poner a punto la técnica de transformación mediante el uso de Agmhacrerium

rumefaciens para introducir y expresar genes de interes agropecuario en plantas de papa de un

cultivar de uso local, lluinkul-MAG.

Se ha clonado y secuenciado el gen (le capside del virus del enrollamiento de la hoja (PLRV) de

un aislamiento local (de la provincia de Córdoba). A pesar de la gran importancia económica de

los daños causados por el PLRV en papa, es la primera vez que se reporta la secuencia de un
aislamiento latinoamericano de este virus.

Se han subclonado este gen con el objetivo de construir un vector adecuado para la

transformación mediante Agmhar'lerium, y se han obtenido una gran cantidad de plantas de papa

transgénicas que expresan cl gen de cápside de PLRV, con la idea de obtener asi resistencia al

virus, tal como se ha descripto ya para este y varios otros sistemas virus-planta. Resultados

preliminares indicaron que en varias de estas plantas transgénicas hay reducción en la

acumulación de PLRV al ser infectadas con áridos que previamente se alimentaron de plantas
con infección secundaria de PLRV.

Se obtuvieron las plantas transgénicas Alfa l y Alfa 2. Estas plantas, que expresan parte del gen

de la toxina de Barril/us rhuringiensix, fueron capaces de restringir la formación de galerias y el

desarrollo de las larvas de un insecto minador de hoja como la polilla del tomate

(Sc'mbipa/¡m[vides (¡bm/uta (Meyrick)) frente al cual los metodos tradicionales de control

basados en la misma toxina aplicada a campo demostraron ser ineficaces.

Se obtuvo la planta transgénica AEZ expresa el gen bar que codifica para la fosfinotricina acetil

transferasa (PAT), enzima que inactiva la losfinotricina. componente activo de los herbicidas

totales Basta® y Bialaphos®. Se demostró que esta planta presentaba resistencia al herbicida

Basta® tanto in vitro como in vivo, a dosis de fosfinotricina más altas que las normalmente

utili7adas para controlar malc7as.
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Resumen



La papa es el cuarto cultivo en orden de importancia mundial luego del trigo, el maíz y el

arroz. El cultivo resulta seriamente afectado por virus, insectos y malezas que aumentan

los costos de producción, reducen el rendimiento y la calidad y obligan al uso de

agroquímicos. La técnica de transformación mediada por Agrabaclerium lumefaciens

permite la transferencia de genes de interés agronómico al fondo genético de los

cultivares apreciados por el productor sin modificación del mismo. Se utilizó esta técnica

para la obtención de plantas resistentes al virus del enrollamiento de la hoja (PLRV), al

ataque por larvas de la polilla del tomate y al herbicida total fosfmotricina.

l) Resistencia a PLRV por expresión del gen de la cápside.

Para realizar el clonado del gen de cápside viral, asi como también parte de los extremos

5' y 3' no codificantes aledaños a este gen, se amplificó el fragmento de interés por la

técnica de PCR usando RNA total de planta infectada como templado. Esto evita la

purificación viral, que es particularmente dificil en el caso de PLRV que replica

solamente en células de floema y acompañantes. Se secuenció el fragmento en estudio,

encontrándose entre 89 y 53 % de homologías (a nivel de nucleótidos) con las secuencias

de cápsides de aislamientos recientemente publicados. Se construyó un vector binario

recombinante, de manera que el gen de cápside de PLRV quedara bajo la regulación de

un promotor y un terminador adecuados para la expresión de este gen en plantas.

Utilizando la técnica de transformación de hoja mediada por Agrobacterium previamente

puesta a punto para un cultivar de uso local (Huinkul-MAG), se obtuvieron 84 plantas

transgénicas. Se confirmó que algunas expresaban el mRNA de el gen de cápside por

Northern blot. Asimismo, se hizo un ensayo de multiplicación viral (cuantificada por

ELISA) en plantas transgénicas y control (sin transformar) infectadas mediante áfidos

que previamente se habían alimentado en plantas de papa con infección secundaria de
PLRV.

2) Resistencia a insectos por expresión de la toxina de Bacillus Ihuringiensis (BT).

La plantas transgénicas Alfa l y Alfa 2 fueron el resultado de la transformación 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 daño. Se confirmó que el gen de interés

estaba integrado en el genoma por Southern blot, y que se expresaba por Northern blot.
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Para determinar si las plantas Alfa l y Alfa 2 presentaban actividad insecticidda frente a

un lepidóptero minador, se hicieron ensayos de actividad biológica estudiando la

sensibilidad de larvas de polillas de tomate (Scrobipalpuloides absoluta Meyrik) frente a

la toxina que estas plantas, teóricamente expresan. A las dos semanas de la eclosión de

las larvas, se observaron galerías y larvas vivas tanto en las hojas de las plantas

transgénicas como en los controles sin transformar. Si embargo el daño observado

(tamaño y número de galerías) 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 estadío de pupa, y por lo tanto tampoco el de adulto, lo que sí ocurrió

normalente en las plantas control.

D_Resistenicia a fosñnotricina (PPT, principio activo del herb_icidatotal Basta® >o_r

egpresión_de_unaenzimajgtoxificante.

Se obtuvo una planta transgénica (llamada AE2) que expresa el gen bar que codifica

para una enzima capaz de inactivar a la fosfinotricina por acetilación. AE2 presentó
resistencia a fosfinotricina tanto in vitro como ¡n vivo.

WMA/Mw, las
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