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RESUMEN

La expresión de secuencias nucleotídicas codificantes para replicasas virales en
plantas transgénicas fue propuesta como un sistema eficiente para conferir
resistencia contra enfermedades provocadas por virus induciendo mecanismos de
protección en la planta. Una de las primeras enfermedades para las cuales este tipo
de protección fue ensayado en plantas de papa, es la provocada por el virus del
enrollamiento de la hoja de papa (PLRV). Sin embargo, no se describieron aún
detalles sobre el mecanismo de protección. El marco de lectura abierto 2b
(ORFZb) de un aislamiento argentino de PLRV fue clonado y secuenciado
encontrándose un 94% y 97% de homología con las secuencias nucleotídicas de
aislamientos de origen australiano y holandés, respectivamente. Con el fin de
elucidar el mecanismo de protección contra las infecciones de PLRV, se
construyeron tres versiones del ORFZb (no-traducible en orientación sentido,
traducible en orientación sentido con el agregado del codón ATG en fase de
traducción y una versión en orientación antisentido) y fueron introducidas en
plantas de papa (cv Kennebec) por transformación genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens. Con las plantas transgénicas resultantes se realizaron
ensayos de infección por injertos que mostraron que con cualquiera de las
construcciones fue posible obtener líneas transgénicas resistentes, sugiriendo que
el mecanismo de protección es independiente de la expresión de la proteína y es
mediado por el RNA. No existió correlación entre el grado de metilación o el
número de copias del transgén presentes en las líneas transgénicas y el nivel de
protección. Los ensayos de infección natural a campo confirmaron la obtención de
líneas transgénicas resistentes. También se realizaron experimentos de
transformación transitoria mediante biolística de hojas derivadas de plantas
transgénicas utilizando vectores que codifican proteínas de fusión GUS::ORF2b,
seguidas de la visualización del nivel de la expresión del gen reportero. Los
resultados apoyan la hipótesis de protección mediada por un mecanismo de
silenciamiento post-transcripcional del gen de la replicasa.

Con el objetivo de obtener plantas transgénicas simultáneamente resistentes al
virus Y de la papa (PVY) y al PLRV se construyó una única construcción que
expresa la proteína de cápside del virus del mosaico de la lechuga (LMV) y el gen
de la replicasa de PLRV. Se obtuvieron plantas de papa (cv Kennebec)
transgénicas por transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens que
fueron evaluadas en ensayos en condiciones controladas de invernadero
desafiándolas con áfidos virulíferos e inoculación mecánica de PVY. Se encontró
que 17/27 líneas transgénicas independientes exhibieron inmunidad a PLRV,
12/27 mostraron ausencia de infección con PVY y 8/27 líneas exhibieron
inmunidad a ambos virus resultando buenas candidatas para los próximos ensayos
de campo.

Finalmente, con el fin de obtener plantas de papa simultáneamente resistentes a
infecciones virales y fúngicas, se realizaron ensayos de co-transformación
utilizando la construcción descripta en el párrafo anterior y el vector pZP-RIP­
CHI capaz de expresar los genes de quitinasa y rip provenientes de cebada.
Algunas de las plantas transgénicas múltiples fueron ensayadas en invernadero
para determinar la resistencia a infecciones producidas por PVY y PLRV y
evaluar protección a Rhizoctom’a solam'. Se encontró al menos una línea que
revela gran resistencia a las infecciones virales y una protección aumentada a los
ataques de los hongos. Resulta necesaria una evaluación más exhaustiva tanto de



ésta como de todas las líneas seleccionadas en este trabajo, en condiciones
naturales de infección a campo considerando no sólo la resistencia sino la
performance agronómica y la preservación de la identidad del cultivar.



ABSTRACT

Genetically engineered expression of replicase encoding sequences has been
proposed as an efficient system to confer protection against virus diseases by
elicítíng protection mechanisms in the plant. Potato leaf-roll was one of the first
diseases for which this kind of protection was engineered in potato plants.
However, details of the protecting mechanism were not reported, so far. The
ORF2b of an Argentinean strain of potato leafroll virus (PLRV) was cloned and
sequenced finding 94% and 97% of homology with Australian and Netherlander
strains, respectively. To elucidate the mechanism of protection against PLRV
infection, three versions of ORF2b (non-translatable sense, translatable sense with
an engineered ATG and antisense) were constructed under the control of the 3SS
CaMV promoter and the nos terminator and introduced in potato plants (cv.
Kennebec) by Agrobacteríum tumefacíens mediated transformation. Grafting
infection experiments showed that resistant transgenic plants could be obtained
with any of the constructs, suggesting that the mechanism of protection is
independent of the expression of protein and RNA mediated. Neither DNA
methylation, nor the number of transgene copies present in the transgenic lines
correlated with protection. Field trial infection confirmed that resistant transgenic
events were obtained. Biolistic transient transformation experiments of leaves
derived from transgenic plants using a gene coding for the fusion protein
GUS::ORF2b, followed by scoring of the number of GUS expressing leaf spots,
supported that the protection is mediated by a post-transcriptional gene silencing
mechanism.

Several examples of transgenic plants carrying particular sequences able to
confer protection against virus diseases were published. However, there are very
few published cases of combined resistance and there are no published evidences
on the simultaneous protection using only one genetic construct that elicits two
different protection mechanisms. As it was previously described, potato plants
that were transformed with PLRV replicase coding sequence exhibit resistance
against virus infection mediated by a post-transcriptional gene silencing
mechanism. Likewise, the expression of the coat protein coding sequence of
Lettuce Mosaic Virus (LMV) conferred heterologous protection in tobacco Xanthi
against several strains of potato virus Y (PVY). In this work a double construct
carrying the LMV coat protein and PLRV replicase gene was constructed and
introduced in potato plants (cv. Kennebec) by Agrobacterium tumefacíens
mediated transformation. Greenhouse assays challenging transgenic plants with
viruliferous aphids or mechanic inoculation were conducted and seventeen (out of
twenty seven independent lines) exhibited immunity to PLRV, twelve of them
showed absence of PVY replication and eight lines exhibiting immunity to both
virus are very promising candidates for future field trials.

Significant yield losses due to fungal attack limits crop productivity and can be
very severe in local epidemic infections. To obtain multiple transgenic potato
plants simultaneously resistant to virus and fungal infections we carried out co­
transforrnation assays using the construct described above and the pZP-RIP-CHI
vector carrying barley class-II chitinase and rip genes. Some of the multiple
transgenic plants were assayed in greenhouse for PVY and PLRV infection
resistance and for Rhizoctom'a solani protection and we found one line that
revealed high resistance to virus and enhanced protection against fungal attack.
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EDTA; Fi" "' ' .tptracéticn

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
GUS: enzima B-glucuronidasa bacteriana
IPTG: Isopropil-B-tiogalactopiranósido
KDa: kilodalton

Kpb: kilopares de bases
MOPS: ácido 4-morfolin-propan-sulfónico
mRNA: ácido ribonucleico mensajero
nptII: neomicina fosfotransferasa II
ORF: marco abierto de lectura
PAES: ácido polianetolsulfónico
pb: pares de bases
PDR: resistencia derivada del patógeno
rep-MR: resistencia mediada por replicasa
RNA: ácido ribonucleico
SDS: Sodium dodecil sulfato
SSC: Citrato de sodio salino

Taq polimerasa: DNA polimerasa de Thermus aquaticus
tRNA: ácido ribonucleico de transferencia
UV: ultravioleta

X-Gal: S-Br-4-Cl-3-indolil-B-D-galactopiranósido (sustrato de la B-galactosidasa)
X-Glu: 5-Br-4-Cl-3-indolil-|3-D-glucurónído (sustrato de la B-glucuronidasa)

Virus vegetales

AIMV: Alfalfa mosaic virus
BMYV: Beet mildyellowing virus
BWYV: Beet western yellow virus
BYDV: Beetyellow dwarf virus
BYMV: Bean yellow mosaic virus
CABYV: Cucurbit aphid-borne yellow virus
CaMV: Cauliflower mosaic virus
CMV: Cucumber mosaic virus
CPMV: Cowpea mosaic virus
CyRSV: Cymbidium ringspot virus
LMV: Lettuce mosaic virus
PLRV: Potato leafroll virus
PVX: Potato virus X
PVY: Potato virus Y
RTSV: Rice tungro spherical virus



SYLV: Sugarcane yellow Ieaf virus
TEV: Tobacco etch virus
TMV: Tobacco mosaic virus
ToMV: Tomato mosaic virus
TRV: Tobacco rattle virus
TSWV: Tomato spotted wilt virus
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l. EL CULTIVO DE LA PAPA

La papa es uno de los cultivos más antiguos de la humanidad y es originaria del

nuevo mundo, habiendo sido llevada a Europa a fines del siglo XVI, después del

descubrimiento y conquista del Perú. Estudios arqueológicos y de cerámicas reve­

lan que ya se conoce desde el comienzo de la era Cristiana.

La papa es el cuarto cultivo alimenticio en orden de importancia a escala mun­

dial, después del trigo, el arroz y el maíz. La producción mundial excede la de

muchos cereales como cebada, sorgo, mijo, arroz y avena, en ese orden. Además,

debido a un ciclo reproductivo más corto, estos rendimientos resultan también

competitivos frente a los de otras tuberosas y raíces (Ross, 1986). Es el primero

de los cultivos de raíz, seguido por la mandioca y la batata. Mas de mil millones

de personas en el mundo consumen papa. El cultivo también representa una parte

importante en la dieta de más de 500 millones de consumidores de los países en

desarrollo. Ante la creciente demanda mundial de alimentos y la crítica situación

en que se debaten muchos países no desarrollados, la producción del cultivo de

papa es motivo de renovado interés. En este sentido, el cultivo presenta las venta­

jas de ser altamente intensivo y remunerativo, con rendimientos que alcanzan las

3,6 tn de materia seca por hectárea. Los rendimientos en calorías (7,1x106 kcal/ha)

y en proteínas (196 kg/ha) se comparan favorablemente con los de los cereales.

Entre sus propiedades nutritivas puede mencionarse el contenido proteico, rico en

aminoácidos esenciales comparables a los de la leche (Ross, 1986). Como cultivo

es interesante desde el punto de vista de su propagación, que permite que cultiva­

res seleccionados para diversas características sean mantenidos sin modificación

en su composición genética ya que no intervienen los procesos meióticos.

Desde principios de la década de los sesenta, el incremento porcentual del área

cultivada en los países en desarrollo ha sido mayor para la papa que para cualquier

otro cultivo alimenticio. En las últimas tres décadas, las exportaciones de papa

para consumo y semilla han aumentado de manera vertiginosa alcanzando apro­

ximadamente 7,5 millones de toneladas en 1991-93. Si a estas estimaciones le

agregamos las exportaciones de productos procesados, como las papas fritas con­

geladas o las hojuelas de papa y almidón, el comercio subirla unos 2 millones de

toneladas adicionales, con base en el peso fresco. Como consecuencia, el cultivo
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de papa se está convirtiendo en una fuente cada vez más importante de alimento,

de empleo rural y de ingresos para la población de estas regiones.

La papa fresca destinada al consumo humano es la modalidad de uso más im­

portante en la gran mayoría de los paises desarrollados y también en los países en

desarrollo. Representa una cifra que oscila entre el 60 por ciento y más del 80 por

ciento de la producción interna total. No obstante, existe una marcada tendencia a

derivar un volumen cada vez mayor de papa a las plantas de procesamiento, con el

propósito de satisfacer la creciente demanda de comida rápida, bocadillos y comi­

das preparadas.

Las estadísticas de consumo disponibles demuestran que existe un amplio espa­

cio potencial para incrementar la participación de la papa en la alimentación prima­

ria de los países en desarrollo. Así, mientras el consumo anual per capita en Améri­

ca Latina está por debajo de los 10 kg, en los países desarrollados éste es de 50 a 80

kg. Una de las limitaciones más grandes de la producción es de índole económica.

Debido a las condiciones imperantes en los países en desarrollo, la papa es consi­

derada una producción de "alta inversión". Por esta razón, muchos pequeños pro­

ductores no pueden reunir los medios para comprar los insumos necesarios para

mejorar los rendimientos, tales como papa-semilla de buena calidad, fertilizantes

y herbicidas (FAO, 1991).

El control de plagas, la disminución en el uso de mano de obra intensiva, la dis­

minución de la cantidad y uso de herramientas y la renovación menos frecuente de

la semilla comprada o de producción propia por parte del productor son las princi­

pales variables que inciden sobre los costos de producción. Tanto por razones eco­

nómicas como ambientales, la introducción de resistencia genética a los distintos

patógenos representa la estrategia más adecuada para encarar esta cuestión. Sin

embargo, tal como se comentará más adelante, en el caso de la papa, el mejora­

miento tradicional es lento y laborioso, y tampoco se dispone de genes de resis­

tencia adecuados para la mayoría de los patógenos que la afectan. En este marco,

el uso de técnicas de ingeniería genética para introducir genes de interés a partir

de otros organismos, brinda una oportunidad para superar estos problemas. Este

enfoque presenta además la ventaja de no demandar cambios en el manejo previo

a la siembra, durante el desarrollo del cultivo, ni en la etapa posterior a la cosecha,

dado que las modificaciones de interés están incorporadas en el material vegetal.

En consecuencia, las mejoras podrían introducirse directamente en los actuales
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esquemas productivos con alta probabilidad de que los beneficios de su adopción

se manifiesten en el corto plazo.

1.1 Importancia del cultivo en la Argentina

La producción de papa está destinada principalmente al mercado interno. El con­

sumo anual per capita es uno de los más altos de Latinoamérica (61,2 kg). La prin­

cipal región de producción está localizada en el Sudeste de la Provincia de Buenos

Aires, aunque también existen zonas de cultivo en la región Central y Noroeste del

país. En estas últimas, las condiciones climáticas permiten la realización de dos

cosechas anuales. La superficie total dedicada a la cosecha fiJe de 98.565 ha en

1994/95, registrándose una producción total de 2.427.742 tn y un rendimiento pro­

medio de 27,4 tn/ha (Fuente: SAGPyA-DIyS- Banco de Datos del SILAP). Del área

sembrada, unas 15.000 ha están dedicadas a la producción de papa semilla.

Las variedades más utilizadas son: Spunta (actualmente cerca del 60% del mer­

cado con tendencia creciente) destinada fundamentalmente al consumo fresco y

otras variedades, entre las que se destaca Kennebec, (que son producidas en porcen­

tajes menores) destinadas al consumo fresco y al procesamiento industrial. Estas

variedades son susceptibles a virus y otros patógenos en mayor o menor medida

(Vigliola, 1986).

1.1.1 Problemas que obstaculizan la explotación plena del cultivo

La papa es susceptible a muchas enfermedades, algunas extendidas mundialmen­

te y otras confinadas a áreas más limitadas. Los agentes fitopatogénicos incluyen

bacterias, hongos, virus y nematodos (Mendoza, 1986). Las enfermedades provoca­

das por estos patógenos provocan las mayores pérdidas de producción, razón por la

cual la búsqueda de resistencia genética es de alta prioridad para los mejoradores de

todo el mundo.

Según Rich (1983) las enfermedades pueden reducir el rendimiento en cinco

formas principales:

a) causando la muerte prematura del follaje;

b) inhibiendo el crecimiento y reduciendo la eficiencia fotosintética;

c) disminuyendo el transporte de fotosintatos a los tubérculos;
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d) causando la pudrición de los tubérculos durante la siembra y antes de la reco­

lección;

e) afectando la conservación del tubérculo durante el estacionamiento.

La papa se propaga en forma agámica, procedimiento que trae aparejada la acu­

mulación de numerosos patógenos en los tubérculos a utilizar para la siembra y en

la papa almacenada. Esto no sólo deriva en un descenso del valor comercial, sino

que facilita la reproducción de numerosas enfermedades en los subsiguientes ciclos

productivos. Esta situación hace que el productor, para alcanzar altos niveles de

rendimiento, deba renovar permanentemente un porcentaje determinado de la papa

a sembrar (alrededor del 15-20%) con la denominada papa semilla. Este material,

también agámico, proviene de una verdadera industria paralela que multiplica la

planta en condiciones libres de patógenos a partir de material de élite previamente

saneado. Los productores de papa semilla obtienen este material en zonas aisladas

naturalmente donde, por razones ecológicas, el nivel de patógenos es menor. En

estas zonas se produce exclusivamente papa semilla y no papa para el consumo. Los

costos de papa semilla involucran alrededor del 25% de los costos de producción en

Argentina y llega a ser del 40% en otros países como Brasil. Por supuesto, esto no

impide que el ciclo de infección se renueve en condiciones de campo, razón por la

cual, la compra de semilla certificada debe realizarse permanentemente. La diversi­

dad climática, junto con la utilización de cultivares no bien adaptados a las distin­

tas condiciones de cultivo, favorecen la aparición de enfermedades en proporción

mayor que la observada en los países de climas templados. A modo de ejemplo,

las pérdidas por hongos, en situaciones normales, producen merrnas de rendimiento

que alcanzan un 10% del total, pero pueden ser mucho mayores en condiciones ex­

cepcionales. Estos factores encarecen notablemente las actividades de control, las

que pueden representar hasta el 20% de los costos de producción, debido sobre

todo al uso de fungicidas. Por ejemplo, se utilizan unos l 1 tipos distintos de fun­

gicidas para tratar enfermedades foliares, realizando hasta 30 aplicaciones en una

sola temporada. Por todas estas razones, la papa es una de las producciones consi­

deradas "caras" entre aquellas de consumo masivo y, en aquellos países donde los

productores son muy pobres, los rendimientos son muy bajos.



2. ENFERMEDADES PROVOCADAS POR VIRUS

Las infecciones virales producen pérdidas económicas significativas en tres for­

mas:

a) directas, a través de una disminución del rendimiento, con cifras que pue­

den llegar hasta el 50% en algunos años;

b) indirectas, a través de un incremento en los costos debido a la utilización de

papa semilla libre de virus (por ejemplo, del 20 al 25% del costo de pro­

ducción en Argentina y del 40% en Brasil);

c) por imposibilidad de obtener productos con fines de exportación, debido a

las limitaciones internacionales impuestas a la comercialización de materia­

les fuera de las tolerancias fitosanitarias y de la calidad permitidas.

El control de las enfermedades virales se basa en la siembra de material sano

(fiscalizado y certificado) y en evitar la introducción de virus de fuentes externas

(Vigliola, 1986). Las plantas se liberan de virus a partir del cultivo in vitro de ápices

meristemáticos sometidos (o no) a termo- y quimioterapia. La propagación del ma­

terial sano se realiza en zonas con bajos niveles de inóculo viral, lo que determina la

producción de distintas categorías de semilla dependiendo del porcentaje de conta­

minación y del número de ciclos de multiplicación (Hammond, 1989).

Existen más de 27 virus descriptos capaces de infectar el cultivo de papa, de

los cuales el virus del enrollamiento de la hoja (PLRV), el virus Y (PVY), y el

virus X de la papa (PVX) son los más perjudiciales y de mayor distribución alre­

dedor del mundo. La reducción del rendimiento en cultivos de papa debido a in­

fecciones con PLRV puede alcanzar un 80-90% en cultivares susceptibles, pero se

pueden esperar pérdidas aún mayores cuando ocurren infecciones simultáneas con

PVY o PVX (Matthews, 1982). Las pérdidas mundiales estimadas para este virus

equivalen a una pérdida de 2.107 toneladas de papa por año. El virus PVY, depen­

diendo de la cepa y del cultivar afectado, produce síntomas primarios que incluyen

necrosis, manchado, amarillamiento de las hojas jóvenes, caída de las mismas y, en

ciertos casos, muerte prematura. Hace cieno tiempo, se pensaba que el PVX no

dañaba los cultivares debido a que es relativamente asintomático. Sin embargo, ob­

servaciones más cuidadosas demostraron que puede producir mermas de rendimien­

to del lO al 25% (Hooker, 1981, Salazar y Accatino, 1990). Cuando PVX y PVY
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infectan conjuntamente ciertas variedades de papa, actúan sinérgicamente y pueden

producir pérdidas de hasta un 70% en los rendimientos.

3. VIRUS DEL ENROLLAMIENTO DE LA HOJA DE PAPA

3.1 Características generales de los Luteovirus

El virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV) pertenece al grupo de

los Luteovirus. Los miembros de este grupo infectan una gran variedad de plantas

monocotiledóneas y dicotiledóneas. La multiplicación de estos virus está restrin­

gida al floema, las células acompañantes y ocasionalmente a las células del parén­

quima floemático. Este grupo ha sido dificil de estudiar debido, principalmente, a

este hecho de estar confinados en el floema, aunque también a su incapacidad de

ser transmitidos mecánicamente y al hecho que las partículas virales son inesta­

bles per se.

En la naturaleza, los luteovírus se transmiten únicamente a través de la infec­

ción persistente (circulativa no propagativa) de áfidos vectores (Duffus, 1977).

Las partículas virales son ingeridas junto con el contenido del floema de las plan­

tas hospedantes infectadas y transportadas transcelulannente a través del intestino

posterior hasta el hemocele. Las partículas así adquiridas se mantienen infectivas

en la hemolinfa durante toda la vida del áfido, aparentemente sin replicación (Es­

kandari y col., 1979). Una vez que se contactan con las glándulas salivales, pue­

den ser transmitidas a través de las mismas, llegando finalmente al ducto salival

del cual serían excretadas con la saliva en el momento en que el áfido se alimenta.

Van den Heuvel y col. (1994) identificaron una proteína (llamada simbionina)

como la responsable del mantenimiento persistente de PLRV. Esta proteína es

producida por una bacteria endosimbionte del áfido y en ausencia de simbionina,

la proteína de cápside del virus es degradada.

Estos virus pueden transmitirse además en forma artificial mediante injertos o

por agroinfección (Leiser y col., 1992).

Los luteovírus son virus icosaédricos pequeños (de 22-26 nm de diámetro). La

secuencia nucleotídica completa del RNA genómico ha sido dilucidada para va­

rios de los integrantes de este grupo, como el BYDV ["beet yellow dwarf virus”
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(Miller y col., 1988); (Vincent y col., 1991)], el PLRV [(Mayo y col., 1989); (Van

der Wilk y col., 1991); (del Vas, 1993)], el BWYV ["beet western yellow virus”

(Veidt y col., 1988)] y el BMYV ["beet mild yellowing virus" (Guilley y col.,

1995)].

Los virus pertenecientes a este grupo (como, por ejemplo, el BYDV y el

PLRV) tienen una marcada importancia desde el punto de vista económico, ya que

infectan cultivos de interés comercial.

El PLRV produce una de las enfermedades más severas y antiguamente cono­

cidas de la papa (Rich, 1983) provocando no sólo una marcada disminución del

rendimiento sino también la necrosis del tubérculo. Entre las enfermedades de la

papa la causada por PLRV es, tal vez, la de mayor importancia económica, por los

efectos devastadores de producirse una infección severa. Como se mencionó, los

rendimientos de plantas infectadas por PLRV pueden reducirse hasta un 90%. Se

estima que en el mundo la infección con este virus provoca un 10% de disminu­

ción en el rendimiento, lo cual equivale a una pérdida de hasta 2.107 toneladas de

papa por año (Van der Wilk y col., 1991). En realidad, estos datos son sólo una

subestimación dado que los perjuicios podrían ser mayores si no se utilizaran

prácticas de control como el uso de semilla saneada.

Los síntomas de las plantas infectadas por luteovirus son más vagos, generales

y menos útiles para el diagnóstico que los correspondientes a otros virus y varían

según la especie, la edad y las condiciones fisiólogicas de la planta al momento de

infección. Durante la infección primaria, las hojas pueden tomarse amarillas (o

rojas, según el caso), curvas y quebradizas ("vidriosas"). En la secundaria (es de­

cir, en plantas crecidas a partir de tubérculos infectados) se observa una disminu­

ción en el crecimiento y desarrollo de las plantas infectadas, y enrollamiento de

las hojas inferiores. Las superiores se toman ligeramente cloróticas. Los carbohi­

dratos se acumulan en las hojas afectadas debido a la alteración del transporte a

través del floema (Harrison, 1984).

3.2 Organización genómica del virus del enrollamiento de la hoja de papa

(PLRV).

El genoma de PLRV consiste en una única molécula de RNA simple cadena de

polaridad positiva de 5,8 kb, que tiene unida (a su extremo 5') una proteína llama­
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da VPg (Mayo y col., 1982). No presenta políadenilación ni estructuras de tipo

tRNA en el extremo 3' (Tacke y col., 1989). Hay pocos nucleótidos no codifican­

tes y gran superposición de marcos abiertos de lectura (ORFs).

Se han identificado 6 ORFs principales que se esquematizan en la Figura 1.

El ORF l se superpone con el ORF Za y codifica para una proteína de unos 28

kDa, de función desconocida, si bien Van der Wilk y col. (1989) propusieron que

se trataría de una proteasa que cliva el producto de 17 kDa (ORF 4) dando lugar a

una VPg funcional más pequeña.

Los ORFs 2a y 2b están solapados y codifican para péptidos de 70 y 67 kDa

que contienen motivos característicos de helicasas y RNA polimerasas-RNA de­

pendientes, respectivamente. Estos ORFs representan, posiblemente, la replicasa

viral (Prufer y col., 1992). En la zona superpuesta debería encontrarse el AUG

correspondiente al ORF 2b, y su falta llevó a Prufer y col. (1992) a proponer la

necesidad de un cambio -l en el marco de lectura durante la traducción dando

lugar a una proteína de 108 kDa. Experimentos de mutagénesis dirigida identifica­

ron la región responsable del cambio de fase, en el cual estaría involucrado un

motivo desconocido hasta el momento (UUUAAAU) conjuntamente con una es­

tructura adyacente en forma de horquilla ("stem-loop"). Esta horquilla contiene

una región básica, que en la proteína de 108 kDa ("transframe protein") corres­

pondería a un dominio de unión al ácido nucleico viral (Prufer y col., l992).

El conjunto de genes del extremo 3' se expresa a partir de un RNA subgenómi­

co. El ORF 3 codifica para la proteína de cápside viral (Tacke y col., 1989) el cu­

al, en conjunto con el ORF 5 ubicado a continuación y en fase, da origen a una

proteína de 79 kDa (ORF3/5) por supresión del codón de terminación ámbar

("readthrough"), y cuya presencia es característica de todos los luteovirus secuen­

ciados hasta el momento. Esta proteína de alto peso molecular es poco abundante

y puede encontrarse ensamblada en las partículas virales (Bahner y col., 1990). Se

ha propuesto que estaría involucrada en la transmisión mediada por áfidos (Jolly y

col., 1994). El ORF 4 está contenido dentro del ORF 3, en un marco distinto de

lectura. Codifica para una proteina de 17 kDa que es capaz de unir ácidos nuclei­

cos de cadena simple en forma no especifica, a través de su dominio C-terminal

(Tacke y col., 1991). Basándose en su pequeño tamaño, Van der Wilk y col.

(1989) postularon que se trataría de la proteína que se une al genoma viral (VPg).

Tacke y col. (1993) demostraron que esta proteina se fosforila in planta, que es
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capaz de dimerizarse in vitro e in vivo y que tal dimerización está mediada por un

alfa-hélice anfipática presente en una región acídica del extremo amino terminal.

Figura 1: Organización genómica de PLRV.

5'

ORF 1 ORF 2h ORF 3 ORF 5

5' Q 108kDa :í 3.
cambio de fase del RNA subgenómico

marco de lectura 5' 23km 3

5' Q 79kDa 3'

supresión del
codón ámbar

Se indican los pesos moleculares propuestos para las proteínas codificadas por los distintos marcos

abiertos de lectura y los cambios propuestos durante la traducción de los distintos ORFs se señalan

con una flecha.

4. ENFERMEDADES PROVOCADAS POR HONGOS

En el cultivo de la papa, las enfermedades más frecuentes debidas a los hongos

son el "tizón" o "tizón tardío", provocado por Phytophtora ínfestans, el "tizón tem­

prano" causado por Alternaría solaní y el cancro del tallo, causado por Rhizoctonia

solaní. Estas enfermedades son particularmente importantes en zonas de clima tro­

pical o de clima templado con alta humedad relativa durante la época de cultivo

(como es el caso del Sudeste de la Provincia de Buenos Aires y el de Tucumán), en

las que sólo pueden ser controladas con gran cantidad de aplicaciones de fungicidas.
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Phytophtora infiastans es considerado uno de los patógenos más perjudiciales debi­

do al nivel de daño que causa en follaje y tallos, lo que provoca en ciertos casos la

pérdida total de la cosecha por pudrición de los tubérculos afectados. Una situación

similar se produce durante la infección por Alternaria solam' (Miller y Pollard,

1976), que reduce la producción destruyendo precozmente la masa de follaje, lo que

a su vez incide en el tamaño de los tubérculos. Aunque en algunos cultivares de

papa se han hallado fuentes de resistencia genética para este patógeno, las varieda­

des comerciales más utilizadas son susceptibles al mismo.

Otras enfermedades importantes provocadas por hongos son la "podredumbre de

Sclerotinia", cuyo agente causal es Sclerotim'a sclerotíorum (O’Brien y Rich, 1976)

y la enfermedad del "ojo negro", producida por Fusaríum eumartii (Conners, 1967).

La primera afecta drásticamente la apariencia del tubérculo, disminuyendo su valor

comercial. En cuanto a Fusarium eumartii, la enfermedad es una amenaza impor­

tante para la producción de papa semilla, dado que produce infecciones de carácter

latente en los tubérculos y pérdidas directas por daños en los mismos. También

puede provocar grandes pérdidas económicas durante el almacenamiento ("fusarium

de almacenamiento"), con el agravante de que en este caso las mismas ocurren in­

mediatamente antes de la comercialización o de su uso como simiente, luego de

haberse realizado todos los gastos de producción.

5. ENFOQUES CLASICOS PARA EL CONTROL DE ENFERMEDADES

5.1 Enfermedades virales

La forma más eficiente y económica de control de enfermedades es mediante la

utilización de variedades resistentes. El mejoramiento por incorporación de genes

de resistencia ha sido intentado para la mayoría de los virus de importancia econó­

mica en papa. Los métodos de mejoramiento tradicionales se ven dificultados debi­

do a los patrones de segregación tetrasómicos, la fertilidad incompleta de muchos

cultivares comerciales de papa y la importancia de los efectos heteróticos en carac­

teres importantes, como son el rendimiento, el peso seco, distintos parámetros de

calidad industrial, etc. (Ross, 1986). A esto se suma el carácter esencialmente con­

servador de muchos productores e industrias, que suelen preferir los cultivares tra­
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dicionales ya establecidos, aunque las nuevas variedades puedan presentar ventajas

comparativas, tales como la presencia de genes de resistencia a virosis. Esta situa­

ción se observa, por ejemplo, con el cultivar Russet Burbank en Estados Unidos

(que no ha podido ser reemplazado desde principios del siglo XX), con Bíntje en

Europa (del siglo XIX) y con Spunta en Argentina (de la década del ’70).

5.2 Enfermedades fúngicas

El control de enfermedades fúngicas se realiza mediante el empleo de fungistáti­

cos químicos que funcionan solo como "protectores" y no como "curativos". Esta es

una técnica extremadamente costosa, que además puede conducir a resultados catas­

tróficos desde el punto de vista ecológico y pone en serio riesgo la salud de los ope­

rarios que realizan las tareas. Por otra parte, el control químico resulta en ocasiones

ineficaz debido a problemas recurrentes de índole operativa como la existencia de

sistemas de riego (aspersión), la ocurrencia de lluvias no previstas y la aparición del

fenómeno de fungoresistencia, lo que demanda aplicaciones adicionales y cambios

constantes del tipo de fungicida a aplicar (Vigliola, 1986). De ahí que la obtención

de variedades resistentes constituye la vía más eficiente y económica de protección

fitosanitan'a de los cultivos. La introducción en las plantas de genes de resistencia a

patógenos empleando las técnicas de cruzamiento habituales, requiere de la dispo­

nibilidad de fuentes de resistencia que sean genéticamente compatibles con el culti­

vo en cuestión y de un gran número de años de retrocruza y selección para eliminar

los caracteres indeseables introducidos a la nueva variedad. Como se comentó ante­

riormente, las características particulares de la papa toman dificultosa la implemen­

tación del mejoramiento tradicional.

6. ENFOQUES MOLECULARES PARA OBTENER RESISTENCIA

La ingeniería genética, con su capacidad potencial de aislar y transferir genes

desde cualquier organismo, permite incorporar en las plantas nuevos caracteres de

interés agrícola en forma horizontal, evitando así el traspaso de caracteres inde­

seables. De esta forma, al tiempo que adquiere un carácter nuevo, la variedad

transgénica así generada mantiene intactos el fondo genético y el potencial pro­

ll



Introducción

ductivo originales, lo que permite encarar el mejoramiento rápido de cultivares ya

utilizados por el agricultor.

El uso de la ingeniería genética para la introducción de resistencia a enferme­

dades en plantas es muy reciente y prometedor (para un revisión sobre el tema ver

(Scholthof y col., 1993).

6.1 Enfermedades virales

La prevención del desarrollo de enfermedades virales mediada por el patógeno

fue propuesta por primera vez a comienzos de siglo, cuando Mc Kinney, (1929)

demostró que las plantas de tabaco podían ser protegidas frente a la infección con

una cepa severa del TMV ("tobacco mosaz'c virus") si, previamente, se las había

inoculado con una cepa menos virulenta del mismo virus. Este tipo de medida,

comúnmente denominada "protección cruzada", ha sido empleada en todo el

mundo para varios cultivos de importancia económica, incluyendo tomate, papa­

ya, cítricos, etc (Gadani y col., 1990). En 1985 Sanford y Jonhston propusieron

que la expresión de ciertos genes del patógeno en un hospedante alteraría el ba­

lance norrnal de los componentes virales, interfiriendo, por lo tanto, con la repli­

cación del virus, prediciendo que en los casos más exitosos, esto conduciría al

impedimento de la replicación o del movimiento subsecuente del virus más allá de

la primera célula infectada.

Hasta el presente, la mayoría de los virus para los cuales el concepto de resis­

tencia derivada del patógeno (PDR) ha sido aplicado con éxito tienen genomas

que consisten de RNA de polaridad positiva. Tales virus pertenecen a los grupos

de los Tobamo-, Cucumo-, Potex-, Poty-, Lúteo-, Carla-, Ilar-, Tobra-, Alfalfa-, y

Nepovirus. A su vez, también se ha aplicado al grupo de los Tosposvirus (cuyo

genoma es RNA de ambas polaridades) y ha sido reportado sólo un caso exitoso

en el grupo de los Geminivirus (cuyo genoma es DNA de cadena simple) (Lomo­

nossoff, 1995).

6.2 Resistencia mediada por proteína de cápside

Powell-Abel y col., (1986) fueron los primeros en obtener plantas de tabaco re­

sistentes a la infección de TMV por expresión de la proteína de cápside viral (CP).
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A partir de entonces se han publicado un gran número de trabajos (Fitchen y col.,

1993) describiendo protección mediada por esta proteína, incluyendo el caso de

PLRV [(Kawchuk y col., 1990); (Kawchuk y col., 1991); (Van der Wilk y col.,

1991) y (Barker y col., 1994)] y el de PVX en conjunto con PVY (Lawson y col.,

1990).

Se ha demostrado que la resistencia mediada por proteína de cápside (CP-MR)

es altamente eficiente en la prevención o reducción de la infección en enfenneda­

des producidas por virus homólogos o altamente relacionados (Gonsalves y col.,

1993); sin embargo la frecuencia de obtención de plantas con alta resistencia pue­

de variar enormemente. Los genes de cápside de muchos virus expresados en

plantas transgénicas producen solo un bajo porcentaje de líneas altamente

resistentes, y la mayoría de las líneas muestra niveles moderados de resistencia o

respuestas susceptibles. El mismo gen expresado en una especie puede generar

plantas con altas resistencias mientras que en otras especies se observan sólo

fenotipos débilmente resistentes o susceptibles (Kaniewski y Lawson; 1998). Para

algunos grupos de virus (Gemini-, Luteovirus), las construcciones conteniendo

proteína de cápside no lograron alcanzar los altos niveles de resistencia obtenidos

con otras combinaciones planta-transgén viral. En el caso particular de PLRV, la

CP confirió sólo resistencia débil a moderada [(Kawchuk y col., 1990); (Van der

Wilk y col., 1991); (Kaniewski y Lawson; 1998)].

La habilidad para conferir resistencia agronómica debe ser demostrada bajo

condiciones de campo. Es necesario determinar la habilidad de la CP de conferir

resistencia a cepas y aislamientos de campo para cada virus y para cada cultivar.

La resistencia por expresión de la cápside es generalmente horizontal o de amplio

espectro entre miembros del mismo grupo de virus. Sin embargo, el nivel de resis­

tencia puede abarcar desde aparente inmunidad hasta un retardo en el desarrollo

de los síntomas, y la resistencia amplia no necesariamente ocurre en todos los

casos.

Los resultados de resistencia mediada por cápside para algunos grupos de virus

indican fuertemente que existe una correlación positiva entre la expresión de la

cápside y la resistencia. Experimentos con el ToMV ("tomato mosaíc virus”)

(Sanders y col., 1992), el CMV ("cucumber mosaíc virus ") (Cuozzo y col., 1988),

el PVX (Hemenway y col., 1988) y el LMV ("Iettuce mosaíc virus") (Dinant y

col., 1993) indicaron que era necesario un cierto nivel de expresión para obtener
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un alto nivel de resistencia. Las líneas que expresaban la proteína de cápsíde codi­

ficada por el transgén por encima de ese umbral podían ser altamente resistentes,

pero se encontraron algunas plantas que, expresando el mismo nivel de cápsíde,

fueron moderadamente resistentes y otras hasta susceptibles.

Dentro del grupo de los Potyvírus existen muchos ejemplos publicados de CP­

MR en los cuales no se observó una correlación directa entre los niveles de expre­

sión del transgén y la resistencia viral [(Lawson y col., 1990), (Ling y col., 1991),

(Stark y Beachy., 1993)]. En general, el nivel de expresión de la CP de los potyvi­

rus en plantas transgénicas no es un indicador de la resistencia. Esto ocurre tam­

bién para los tospovirus (Vaira y col., 1995). Sin embargo, es posible que una alta

expresión del gen de la cápsíde de TSWV ("tomato spotted wilt virus ") confiera

resistencia baja o moderada para otros tospovirus (protección heteróloga), pero la

expresión no detectable de la CP y la baja producción de transcriptos de CP con­

fiera altos niveles de resistencia muy específica del virus homólogo (Goldbach y

Haan., 1993).

6.3 Posibles mecanismos de resistencia mediada por cápsíde

La proteína de cápsíde expresada en las plantas trangénicas podría conferir re­

sistencia impidiendo la decapsidación del virus en las etapas tempranas de infec­

ción. Una fuerte evidencia que apoya esta teoría es el hecho de que inoculaciones

con RNA sean capaces de sobrepasar la resistencia. Esto fue publicado para TMV

[(Register y Beachy (1988); Osboum y col., (1989)], AIMV ("alfalfa mosaíc vi­

rus") (Loesch-Fries y col., 1987) y TSV ("tobacco rattle virus ") (Van Dun y col.,

1988). Sin embargo, para otros virus, como por ejemplo PVX (Hemenway y Ka­

mo, 1993), la resistencia fue efectiva también contra inoculaciones con RNA vi­

ral. Esto sugiere que además de la interferencia en la decapsidación viral, fue afec­

tado algún otro paso en la replicación del virus o en su diseminación. Clark y col.,

(1995) construyeron proteínas de cápsíde de TMV mutantes, defectivas en el en­

samblado del virión, pero que eran capaces aún de conferir resistencia. Los auto­

res proponen que la interacción de la CP mutante con el RNA del virus (afectando

la traducción del mismo) y con componentes del huésped (por secuestro de facto­

res necesarios para la replicación) es responsable de la resistencia. Beachy (1993)

propuso que la CP estaba involucrada en el movimiento célula a célula y en la
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diseminación a larga distancia del virus. Se han encontrado evidencias que de­

muestran este mecanismo para el virus TMV (Wisniewskí y col.,l992) y para

BYMV ("bean yellow mosaíc virus ") (Hammond y Kamo, 1993).

Ninguna de las teorías propuestas explica todas las observaciones realizadas en

las resistencias de las plantas transgénicas en distintos sistemas planta-virus. Es­

pecíficamente, la falta de correlación de la expresión de la CP y la resistencia, no

concuerda con ninguna de las teorías sugeridas. Para los potyvirus, debe haber

mecanismos dependientes de la CP y del RNA que pueden conferir resistencia en

plantas transgénicas. La resistencia conferida por la expresión de la CP de TEV

("tobacco etch virus") (Lindbo y Dougherty, 1992) involucra un mecanismo de

resistencia mediado por una respuesta de la planta para degradar transcriptos de­

fectivos (ver sección Silenciamiento más adelante).

Todas estas observaciones sugieren que la resistencia mediada por la proteína

de cápside no puede ser explicada por un único mecanismo. Diferentes mecanis­

mos pueden estar involucrados para distintas combinaciones planta-virus. Más

aún, en una planta transgénica individual están probablemente involucrados múl­

tiples mecanismos.

6.4 Resistencia mediada por replicasa

La resistencia mediada por replicasa (rep-MR) es la segunda aplicación más

avanzada en el uso de genes derivados del patógeno para la obtención de plantas

resistentes a virus y los resultados alcanzados hasta el momento indican que puede

ser desencadenado un alto nivel de resistencia. Entre los ejemplos de resistencia

mediada por replicasa se encuentran genes que poseen varias deleciones, modifi­

caciones de secuencia, genes truncados y genes completos ("fiill-length") sin mo­

dificar que son capaces de inducir la resistencia (Palukaitis y Zaitlin, 1997).

La rep-MR fue primero demostrada en plantas de tabaco conteniendo un gen

truncado de la replicasa de TMV (un tobamovirus) (Golemboski y col., 1990) y

luego observada en diferentes grupos de virus que incluyen a los potexvirus, po­

tyvirus, cucumovirus , tobravirus , comovirus y luteovirus (Palukaitis y Zaitlin,

1997)

En la mayoría de las aplicaciones de rep-MR publicadas, las plantas fueron ex­

tremadamente resistentes al desafio con virus homólogos o bien no resistentes
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(Golemboski y col., 1990; Braun y Hemenway, 1992). Los estudios iniciales rea­

lizados con el gen de replicasa truncado de TMV mostraron especificidad extre­

ma. Las plantas de tabaco transgénicas fueron completamente resistentes a la cepa

de TMV homóloga, pero susceptibles a cepas muy relacionadas (Kaniewski y

Lawson, 1998). Una situación similar fue observada en plantas de tabaco que ex­

presan el gen de la replicasa de CMV defectivo ya que fueron resistentes a mu­

chas pero no todas las cepas del subgrupo homólogo y susceptibles a todas las

cepas evaluadas del subgrupo heterólogo (Zaitlin y col., 1994). Por otro lado, las

plantas de tabaco expresando el gen de la replicasa "fiJll-length" de PVX fueron

altamente resistentes a la cepa homóloga y susceptibles a una cepa de América del

Sur muy poco relacionada y las plantas de papa expresando los genes de replicasa

"full-length" de PVY o PLRV fueron altamente resistentes a todas las cepas y

aislamientos testeados (Kaniewski y Lawson, 1998). Por lo tanto, las primeras

observaciones sugieren que genes de replicasa completos sin modificar producen

una resistencia más amplia y menos específica que genes de replicasa modificados

y defectivos.

Existen ejemplos en los cuales la expresión de la proteína de replicasa es fun­

damental en el fenotipo resistente (Carr y col., 1992; Mc Farlane y col., 1992) y

ejemplos en los cuales la resistencia podría ser mediada por el RNA (de Haan y

col., 1992; Sijen y col., 1995). La expresión de la proteína de la replicasa fue de­

tectada para CMV (Carr y col., 1994) y CyRSV ("cymbidíum ríngspot virus")

(Lupo y col., 1994). Sin embargo, la detección es muy dificultosa. Usualmente es

necesario producir la proteína de la replicasa en E. coli para preparar antisuero

específico. Sin embargo, aún teniendo un antisuero de alto titulo capaz de detectar

bajas cantidades de antígeno purificado, éste puede no ser efectivo en detectar la

expresión de la replicasa en las plantas transgénicas. Inclusive, antisueros genera­

dos contra péptidos sintéticos de epítopes de la replicasa pueden no ser siempre de

una sensibilidad adecuada. Por lo tanto, no se generaron datos suficientes para

correlacionar la expresión de la proteína de la replicasa con la resistencia.

6.5 Posibles mecanismos de resistencia mediada por replicasa

Existen muchos mecanismos posibles en los cuales la expresión de los genes de

replicasa en plantas puede interferir con la replicación normal del virus. Muchos

16



Introducción

estudios están centralizados en mutaciones de dominios que controlan funciones

críticas de la proteína de la replicasa que pueden resultar en interacciones negati­

vas y dominantes. Este producto defectuoso del gen competiría con la replicasa

nativa durante las infecciones virales en plantas, posiblemente en distintos niveles

durante la replicación del virus. El dominio catalítico de la replicasa fue el blanco

usual de modificaciones (Longstaff y col., 1993; Brederode y col., 1995).

Desafortunadamente, en algunos casos no fueron realizados determinados

experimentos o muchas construcciones críticas de genes, siendo muy dificil

concluir qué actividades (o falta de ellas) son responsables de los fenotipos

resistentes. Longstaff (1993) realizó mutaciones que inactivaron un clon

infeccioso de PVX y algunas de estas mutaciones conferían resistencia cuando

eran expresadas en plantas transgénicas. Sin embargo, no fue incluído en los

experimentos el gen de la replicasa completo y no modificado. Las

modificaciones del dominio GDD pueden jugar un rol diferente al postulado

originalmente en la producción de fenotipos resistentes. Subsecuentemente, el

descubrimiento de que el gen de la replicasa de PVX completo confería

resistencia y que todas las construcciones (modificadas o no modificadas) fueron

efectivas sugirió un mecanismo mediado por RNA para PVX (Mueller y col.,

1995). Este mecanismo también es sugerido como responsable de la resistencia

mediada por la replicasa de CPMV ("cowpea mosaíc virus ") (Sijen y col., 1995).

Sin embargo, este descubrimiento no es universal para todos los virus de RNA de

plantas. El gen de la replicasa completo de PVY, pero no la deleción del motivo

GDD del mismo, confiere resistencia a la infección viral (Audy y col., 1994).

Kaníewski y Lawson (1998) observaron que era posible conferir resistencia

mediante la expresión del gen completo de la replicasa de PLRV en sentido y con

un marco de lectura abierto truncado en sentido. Sin embargo, un "misframe" del

gen completo (traducible pero no en el marco de lectura de la replicasa) fue

incapaz de conferir resistencia al virus. Carr y col., (1992) demostraron que era

necesaria una versión traducible de la proteína 54 kDa de TMV para obtener resis­

tenhhiresistencia mediada por replicasa observada para TMV parece deberse a un

efecto dominante y negativo de la expresión de una mutante truncada de la

replicasa de TMV (Carr y Zaitlin, 1993). El uso del gen completo (183 kD) o de la

secuencia de 126 kD no produjo ninguna línea transgénica que demostrara

resistencia a la infección por TMV, pero una inserción en el dominio de helicasa
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resultó en líneas resistentes (Donson y col.,l993). Estas construcciones de genes

supondrían dos actividades distintas: un fragmento de la enzima que podría

interferir con el ensamblado del complejo de replicación, y una enzima

disfuncional que podría interferir con la actividad del complejo de replicación.

La expresión de genes funcionales completos de replicasa parece conferir un

alto nivel de resistencia a un número creciente de grupos de virus (Braun y

Hemenway, 1992; Audy y col., 1994; Sijen y col., 1995; Kaniewski y Lawson,

1998). El grupo tobamovirus puede ser la excepción a este descubrimiento ya que

sólo el gen de la replicasa truncado o el gen defectivo fueron efectivos para este

grupo de virus (Golemboski y col., 1990; Carr y col., 1992; Donson y col., 1993).

Los genes de replicasa viral son efectivos para conferir resistencia tanto a

infecciones debidas por el RNA viral como por el virión (Anderson y col., 1992;

Braun y col., 1992; Longstaff y col., 1993). Existen múltiples mecanismos

involucrados en la obtención de resistencia que depende del virus, de la planta y

del tipo de gen aplicado. Cualquiera sea el mecanismo, el descubrimiento de que

la expresión de varias secuencias de replicasa pueden conferir un alto nivel de

resistencia es extremadamente importante para su utilización, a través de la

ingeniería genética en plantas, en resistencia a virus.

6.6 Enfermedades fúngicas

En 1991 se reportó el primer caso de una planta transgénica de tabaco con au­

mento en los niveles de resistencia al hongo Rhízoctom'a solani, mediante la ex­

presión constitutiva de un gen de quitínasa básica que poseía un probado efecto

antifiíngíco in vitro (Broglie y col., 1991). Desde entonces, han aparecido otros

reportes de plantas transgénicas de tabaco, petunia y papa con mayores niveles de

resistencia al ataque de hongos y bacterias patógenas. Estos resultados se

obtuvieron mediante la expresión constitutiva o inducible de genes vegetales que

codifican proteínas de defensa tales como quitínasa, B-l,3-glucanasa, proteína

inactivadora de ribosomas de hongos (RIP), proteínas tipo taumatina (AP24),

tioninas y enzimas involucradas en las síntesis de fitoalexinas. Las quitinasas y

glucanasas ejercen su efecto antifúngico a través de la degradación de componentes

primarios de la pared celular del hongo. Por su parte, las tioninas y proteínas tipo

taumatina funcionan como perrneabilizadores de membranas de diferentes
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microorganismos, mientras que las fitoalexinas constituyen potentes toxinas

antimicrobianas. Recientemente, se ha demostrado que existe un efecto sinérgico

de estas proteínas en la generación de la resistencia. Zhu y col. (1994) informaron

que la coexpresión constitutiva de los genes de [3-1,3-glucanasa y de quitinasa en

plantas de tabaco determina un considerable incremento de resistencia frente a

infecciones de Cercospora Nícotíanae. Jach y col. (1995) desarrollaron plantas

transgénicas dobles con combinaciones de los genes de quitinasa, glucanasa y

RIP, observando que la presencia de dos genes aumenta el porcentaje de

resistencia de plantas de tabaco frente a Rhizoctom'a solaní. En estas plantas se

estableció una clara correlación entre el nivel de acumulación de las proteínas

antifúngicas y el nivel de protección.

7. SILENCIAMIENTO

A medida que las tecnologías de transferencia de genes se fueron generalizan­

do, un número creciente de organismos exhibió respuestas potentes e inesperadas

a ácidos nucleicos foráneos. En plantas y hongos transformados con genes forá­

neos o DNA endógenos se observó una reducción en la acumulación de molécu­

las de RNA con secuencias similares al ácido nucleico introducido (Vaucheret y

col., 1998). La habilidad de algunos transgenes para silenciar la expresión de se­

cuencias de genes cromosomales homólogos fue inicialmente observada en plan­

tas y fue subsecuentemente encontrada en nematodos, hongos, insectos y proto­

zoos (Fire, 1999).

7.1 Efectos de posición y Silenciamiento de Genes en forma Dependiente de

Homología (HDGS)

Se distinguen dos clases generales dentro del fenómeno de Silenciamiento de

transgenes. La primera concierne al llamado "efecto de posición" en el cual el

DNA flanqueante de la planta y/o la localización cromosómica influencia negati­

vamente la expresión de un único locus del transgén (Matzke y col., 1994). Se

asume que sitios de inserción particulares, como por ejemplo dominios de hetero­

cromatina, pueden reprimir la expresión del transgén. La segunda clase dentro del
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fenómeno de silenciamiento representa un nuevo tipo de inactivación epigenética

que puede alcanzarse cuando están presentes en el genoma copias múltiples de

una secuencia particular. Debido a que este tipo de silenciamiento resulta de la

interacción de secuencias de ácidos nucleicos homólogas o complementarias, se

ha denominado "silenciamiento de genes dependiente de homología" (HDGS)

(Meyer y col., 1996). HDGS comprende procesos distintos y variados entre los

cuales se involucra, frecuentemente, secuencias de DNA invertidas repetidas (IRs)

y RNA de doble cadena (dsRNA). Estas secuencias invertidas pueden tener la

capacidad de interactuar con secuencias homólogas en otra zona del genoma.

También pueden inducir un proceso de degradación del RNA específico de se­

cuencia, posiblemente a través de la formación de dsRNA, que aparentemente

tiene la capacidad de desencadenar la metilación de novo de DNAs homólogos y

la degradación de RNAs homólogos.

Dependiendo del nivel en el cual ocurre el silenciamiento, se pueden distinguir

dos tipos de HDGS: silenciamiento transcripcional de genes (TGS) y silencia­

miento post-transcripcional de genes (PTGS). En general, el silenciamiento trans­

cripcional involucra interacción de genes que presentan homología en la región

promotora y está asociado con un incremento en el estado de metilación de la

misma, que puede ser meióticamente heredado. El silenciamiento post­

transcripcional involucra el recambio de RNA específico de secuencia en el cito­

plasma y requiere de homología en la región transcripcional entre los genes que

interactúan, que algunas veces pueden metilarse.

7.3 Silenciamiento transcripcional de genes (TGS)

El silenciamiento transcripcional de genes adquiere un estado epigenético me­

taestable que está caracterizado por patrones alterados de metilación y de la es­

tructura de la cromatina. Aunque la metilación de los promotores es un marcador

de utilidad para la detección de TGS, es probable que la metilación per se no sea

la que reprime la transcripción (Dieguez y col., 1998) y probablemente asista a

componentes de la cromatina que induzcan el silenciamiento transcripcional. Aná­

lisis de loci de transgenes metilados están revelando el tipo de secuencias de DNA

que atraen y mantienen la metilación y demostrando la acción de señales de meti­

lación que actúan en trans. Las señales de metilación de novo pueden ser intrínse­
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cas al locus del transgén (Stam y col., 1998) o externas al mismo en las regiones

flanqueantes de DNA de la planta (Prols y Meyer, 1992). Las señales de metila­

ción específica de secuencia pueden ser debidas a loci capaces de silenciar en

trans a través de aparcamientos DNA-DNA o interacciones RNA-DNA. En Ara­

bidopsis (Luffy col., 1999) y Petunia (Stam y col., 1998), el aparcamiento DNA­

DNA fue sugerido como responsable de imponer metilación desde una secuencia

repetida invertida (IR) a secuencias idénticas no ligadas. En un ejemplo de TGS

en tabaco, un RNA aberrante (posiblemente doble cadena) transcripto a partir de

secuencias repetidas invertidas que contienen regiones promotoras, actúa como

señal de metilación en trans (Mette y col., 1999). El RNA fue postulado también

como responsable de funcionar como señal de metilación específica de secuencia

en algunos casos de PTGS, donde la metilación se concentra comúnmente en las

regiones transcripcionales de los genes silenciados (Jones y col., 1998).

Los transgenes silenciados transcripcionalmente no sólo incrementan su estado

de metilación sino que adquieren, además, estructura de cromatina condensada. El

remodelado de la cromatina está potencialmente involucrado en el mantenimiento

de estados represivos y en la propagación de patrones de metilación no simétricos

(no localizados entre secuencias CG o CNG) en plantas.

7.4 Silenciamiento post-transcripcional de genes (PTGS)

La degradación del RNA en el fenómeno de silenciamiento post-transcricional

de genes elimina la mayor parte o todo el RNA que es suficientemente similar a

las secuencias que dispararon el silenciamiento (Stam y col., 1997; Vaucheret y

col., 1998). Existen muchos estudios centralizados en el proceso de degradación

ya que se cree que difiere de la manera en que se degrada normalmente el RNA.

Experimentos con inhibidores de la síntesis de proteínas indican que la degrada­

ción de RNA asociada al PTGS no depende de la continuidad de la síntesis de

proteínas (Tanzer y col., 1997; Holtorf y col., 1999). Los análisis de los productos

de degradación de los RNAs mensajeros (mRNAs) sugieren en algunos casos que

el RNA es primero clivado por endonucleasas y luego degradado por exonuclea­

sas, encontrando sólo RNAs de bajo peso molecular coincidentes con este modelo

(Tanzer y col., 1997; van Eldik y col., 1998). En algunos casos, sólo la región 5'

del mRNA se encontró asociada a ribosomas, sugiriendo que la degradación de
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RNAs asociada con ribosomas comienza en el extremo 3' (Tanzer y col., 1997;

Lee y col., 1997). En el caso del silenciamiento post-transcripcional del gen de la

chalcona sintetasa (Chs) en Petum'a, se detectaron RNAs poli(A)’ y RNAs po­

li(A)+ cortos así como acumulación de un fragmento específico del extremo 3'.

Este fragmento contiene secuencias complementarias y se sugiere que la degrada­

ción del RNA de Chs está dirigida por esta propiedad ya que permite el aparca­

miento de los RNAs. Este aparcamiento sólo puede ocurrir cuando hay un exceso

en la cantidad de RNA específico lo que explica la dependencia del silenciamiento

del gen Chs con transgenes expresados en altos niveles (Que y col., 1997). Se

propone que el aparcamiento de los RNAs con orientación en sentido induce un

proceso cíclico mediante el cual los RNAs son clívados por endonucleasas dando

lugar a los RNAs poli(A)'. Algunos de los RNAs cortos pueden ser re­

poliadenilados. Aunque este mecanismo es una posibilidad atractiva para explicar

la degradación del RNA del gen de la chalcona sintetasa, no todos los RNAs sen­

sibles a silenciamiento post-transcripcional muestran secuencias complementarias

internas. Por lo tanto, es altamente probable que exista un mecanismo más general

de degradación de RNA responsable del PTGS, que se acomode a la naturaleza

sistémica del mismo.

Para comprender el mecanismo de PTGS es necesario considerar el origen de

esta respuesta. Estudios de resistencia a virus inducida por transgenes, recupera­

ción de infecciones virales (Ratcliff y col., 1997; Covey y col., 1997) y proteínas

codificadas por virus que contrarrestan el PTGS (Kasschau y Carrington, 1998;

Beclin y col., 1998), sugieren que este mecanismo se seleccionó evolutivamente

como una respuesta de defensa para detectar y contrarrestar infecciones virales.

No se conoce cómo se activa este mecanismo de defensa ni cómo se induce el

mecanismo de silenciamiento post- transcripcional. Algunos estudios apuntan a un

efecto cuantitativo del RNA, en el cual la concentración de un RNA particular

derivada de la transcripción de un transgén (o transgenes) y del gen homólogo

endógeno (cuando está presente) es crucial, sugiriendo que un determinado um­

bral de concentración debe ser excedido para activar el mecanismo (Vaucheret y

col., 1998). Este modelo explica el PTGS inducido por transgenes que se encuen­

tran en una sola copia y que están altamente expresados. Aunque no mutuamente

excluyentes, otros estudios apuntan a la importancia de algún factor cualitativo del

RNA. Esta hipótesis se fundamenta en la observación de casos de PTGS en los
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cuales frecuentemente se asocia este mecanismo con transgenes ligados y repeti­

dos en tándem, repetidos invertidos o metilados que no se expresan en altos nive­

les. Puede ser que, bajo estas condiciones, se produzcan RNAs aberrantes que

sean altamente activos en inducir el silenciamiento post-transcripcional de genes.

El RNA de doble cadena (dsRNA), que puede formarse entre RNAs transcriptos a

partir de secuencias invertidas repetidas e inclusive a partir de transgenes presen­

tes en una única copia, es uno de los candidatos para esa clase de RNA aberrante.

En muchos sistemas, incluyendo las plantas (Hamilton y col., 1998; Waterhouse y

col, 1998), el dsRNA y transgenes que expresan transcriptos que pueden formar

doble cadena pueden inducir silenciamiento de genes. El mecanismo de silencia­

miento inducido por dsRNA, que también se conoce como interferencia de RNA

(RNAi), está poco caracterizado. Waterhouse y col., (1998) propusieron que en

este mecanismo, el dsRNA puede ser usado como templado para la RNA políme­

rasa dependiente de RNA (RdRp). Esta enzima, cuya presencia en plantas se co­

noce desde hace algún tiempo, fue recientemente clonada (Schiebel y col., 1998).

Justamente, en muchos modelos propuestos para PTGS, la RdRp ocupa una posi­

ción central. La transcripción de dsRNA por la RdRp puede producir copias de

RNA pequeñas o RNAs antisentidos que finalmente pueden ser blanco de mRNAs

complementarios y susceptibles a degradación por RNAsas específicas de RNA

doble cadena. Los RNAs remanentes pueden representar los RNAs de bajo peso

molecular que se encuentran en los tejidos silenciados.

Existen muchos ejemplos de PTGS inducidos por copias únicas de transgenes

en orientación sentido (Vaucheret y col., 1998) que no son completamente expli­

cadas por transcripción antisentido inesperada o dsRNA derivados de transgenes

(Jorgensen y col., 1999). Sin embargo, es probable que una fracción de los RNAs

en sentido sea utilizada como templado de la RdRp, por alguna estructura aberran­

te, y genere dsRNAs (parciales). Estos pueden despue’sdesencadenar el mecanis­

mo de silenciamiento de una manera similar al inducido por el dsRNA derivado

del transgén.

La Figura 2 esquematiza cuatro modelos de inducción de silenciamiento post­

transcripcional de genes.
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Figura 2: Cuatro modelosde inducciónpost-transcripcion] de genes. (a) Insercionesmúltiples
o genes simples de alta expresión en el modelo de umbral: el nivel de RNA supera un umbral y por
lo tanto actúa como un templado de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp). (b) Integra­
ción de tmnsgenes como repeticiones invertidas (IR). Se produce RNA con auto complementación
como consecuencia de una falta de terminación de la transcripción de una de las copias del trans­
gén y lectura de la otra copia que se encuentra en la orientación opuesta. La molécula duplex for­
mada por el mRNA es un templado para la RdRp especifica de doble cadena de RNA (dstRp).
(c) Inserción multicopia. Los transgenes se insertaron como multicopias, ocurre apareamiento
ectópico que induce la metilación de los transgenes (M) conduciendo así a la terminación prematu­
ra de la transcripción. Los transcriptos truncados son un templado de la RdRp. (d) Transgenes que
carecen de promotores. Se transfiere la metilación u otra modificación epigenética al gen endóge­
no debido al aparcamiento ectópico entre transgenes metiladOSen una configuración de repeticio­
nes invertidas y el gen endógeno. El gen endógeno modificado produce mRNA truncado que es
templado de la RdRp. cRNA: RNA complementario.
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7.5 Silenciamiento sistémico adquirido (SAS)

Una propiedad destacable del PTGS en plantas es que puede trasmitirse sisté­

micamente en forma específica de secuencia (silenciamiento sistémico adquirido o

SAS). Palauquí y col. (1997) demostraron que el silenciamiento es trasmitido

desde pies silenciados a ápices no silenciados que expresan el correspondiente

transgén. Esta trasmisión es unídíreccional de pie a ápice, independiente de locus,

específica del transgén y requiere la presencia transcripcionalmente activa del

transgén en el ápice blanco. La señal es capaz de viajar relativamente largas dis­

tancias a través del floema, como se ha demostrado en experimentos de injertos en

los cuales los pies silenciados y ápices blancos no silenciados estaban fisicamente

separados por 30 cm de tallo de una planta salvaje no blanco. Estos resultados

sugieren que un mensajero difusible, no metabólico y específico del transgén, es

el que media la propagación de novo del silenciamiento a través de la planta. La

molécula señal de silenciamiento contiene, probablemente, RNA o DNA, que es

capaz de viajar de célula a célula a través de los plasmodesmos. Debido a que el

PTGS puede ser iniciado en una única célula y trasmitido a las células vecinas, el

movimiento de la señal puede involucrar un proceso de amplificación, así las célu­

las receptoras de la señal pueden convertirse en una fuente secundaria de la molé­

cula señal (Voinnet y col., 1998). SAS puede sólo representar la punta del iceberg

en términos de movimientos de macromoléculas a través del floema, donde molé­

culas de RNA regulatorias y proteínas pueden ser rutinariamente transportadas a

sitios de acción distantes.

Los genes endógenos pueden ser silenciados por transgenes repetidos, inclu­

yendo repetidos invertidos que son transcriptos débilmente o en forma insignifi­

cante. Se piensa que el PTGS de genes endógenos inducido por un locus repetitivo

involucra interacciones DNA-DNA entre el locus del transgén y su(s) homólo­

go(s) endógeno(s). Esta interacción puede resultar en la imposición de una metila­

ción desde la región codificante del transgén a la del gen endógeno, en forma si­

milar a los modelos propuestos para transferencia de metilación del promotor en

el TGS dependiente de aparcamiento de DNA. La metilación resultante en el gen

endógeno puede llevar a la terminación prematura o evitar la extensión de la

transcripción, produciendo transcriptos aberrantes que pueden ser usados como
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templados para la RdRp. Las técnicas de infiltración de hojas por Agrobacteríum

tumefaciens y biolística fueron utilizadas para introducir DNAs homólogos a los

presentes en plantas transgénicas pudiendo desencadenar el PTGS del transgén

(Voinnet y col., 1998; Palauqui y Balzergue, 1999). Se sugirió que esta inducción

del PTGS es el resultado de la interacción entre el DNA introducido y el residente

ya que la presencia de un promotor no tiene efecto (o tiene un efecto pequeño) en

el desarrollo y dispersión del silenciamiento (Voinnet y col., 1998). Sin embargo,

no se puede descartar que se transcriban bajos niveles de RNAs aberrantes a partir

de los fragmentos de DNA introducidos, aún a partir de aquellos que carecen de

un promotor convencional (Palauqui y Balzergue, 1999; Wassenegger y Pellissier,

1999). Debido a que el PTGS involucra un paso de amplificación, es concebible

que estos bajos niveles de RNAs aberrantes sean suficientemente activos para

iniciar el proceso, que luego es acelerado y propagado por la participación de

transcriptos de transgenes integrados o de genes endógenos. Dada la habilidad del

RNA para disparar la metilación del DNA (Wassenegger y col., 1994; Jones y

col., 1998; Wassenegger y Pellissier, 1998; Mette y col., 1999), bajas cantidades

de RNA aberrante pueden modificar las secuencias homólogas genómicas, provo­

cando una transcripción alterada de las mismas y una producción permanente de

la señal SAS en la ausencia del iniciador (Luffy col., 1999; Palauqui y Balzergue,

1999).

Se ha propuesto que moléculas de RNA antisentido forman un dúplex con el

RNA blanco, promoviendo su degradación o interfiriendo con su traducción. Re­

cientemente Hamilton y Baulcombe (1999) detectaron RNAs antisentido de bajo

peso molecular en plantas que presentaban PTGS de cuatro clases diferentes. En

la primera clase evaluada el transgén responsable del PTGS induce el silencia­

miento de un gen endógeno (cosupresión), en la segunda clase, el transgén silen­

ciado no posee ninguna homología con genes endógenos, la tercera clase corres­

ponde al silenciamiento de un transgén producido por infiltración de una única

hoja con Agrobacterium tumefacíens portando un vector que contiene la secuen­

cia del transgén y la cuarta clase evaluada corresponde a la manifestación natural

del PTGS inducido en células infectadas por virus. En todos estos casos se acumu­

laban RNA antisentido de 25-nt complementarios a los mRNAs blanco mientras

que nunca se detectaron en ausencia de PTGS. Esta correlación es consistente con

un rol directo de estas moléculas en el PTGS inducido por transgenes o virus. Es­
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tas especies de RNA de 25-nt no son productos de degradación del RNA blanco

ya que tienen polaridad antísentído. Se postula que probablemente sean productos

de la transcripción a partir de un templado de RNA por la RdRP. La presencia de

estas moléculas en el caso de PTGS inducido por infección viral (PVX), que no

contiene templado de DNA, es consistente con este modelo. El rol preciso del

RNA antisentido de 25-nt aún no está determinado. Sin embargo, debido a que

son suficientemente largos como para conferir especificidad de secuencia y sufi­

cientemente pequeños como para moverse a través de los plasmodesmos, es posi­

ble que sean componentes de la señal sistémica y determinantes específicos del

silenciamiento post- transcripcional de genes.

La Figura 3 resume los modelos de silenciamiento transcripcional, post­

transcripcional y silenciamiento sistémico adquirido que involucra el RNA doble

cadena como inductor principal.

7.6 Mutantes de silenciamiento

El aislamiento de mutantes en varios tipos de silenciamiento inducido por

transgenes (deficientes en PTGS o que disminuyen, aumentan o revierten el

HDGS) es un arma poderosa para identificar las proteínas involucradas en los

diferentes niveles de los diversos mecanismos de silenciamiento. Se han identifi­

cado mutantes defectivas en el silenciamiento de genes tanto en Neurospora como

en Arabidopsis (Kooter y col., 1999). La identidad molecular y el conocimiento

del rol de estos genes (homología con RdRp, proteínas que moldean la cromatina,

reducen la metilación, etc) y su asociación con los distintos fenotipos observados

ayudará al esclarecimiento de este complejo fenómeno.
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Figura 3: Modelo de silenciamíento transcripcional de genes (TGS), silenciamíento post­
transcripcional de genes (PTGS) y silenciamíento sistémico adquirido (SAS). Se asume que el
RNA doble cadena (dsRNA) juega un rol central; puede derivar del locus del transgén o por co­
piado de un RNA aberrante. (a) El dsRNA en el núcleo dispara la metilación de novo del DNA
homólogo. Si ocurre metilación del promotor, desencadena TGS; si es metilada la región codifi­
cante desencadena PTGS a través de transcriptos aberrantes. (b) El dsRNA puede ser transcripto
mediante la RNA polimerasa dirigida por dsRNA (dstRp-gris oscuro) con ayuda de una helicasa
de RNA (gris claro). (c) Se libera RNA complementario (cRNA) de simple cadena (ss) en orienta­
ción sentido y antisentido (as) de varios tamaños. (d) Los asRNAs pueden aparearse con secuen­
cias complementarias en el mRNA y, en consecuencia, (e) disparar su degradación por RNAsas
específicas de doble cadena (dsRNAsa). (i) En forma alternativa, el aparcamiento de los asRNAs
puede iniciar la transcripción de los mRNAs mediante la Rde. El PTGS inducido por RNAS
aberrantes (en estructura o procesamiento) puede derivar de transgenes en única copia expresados
fuertemente o genes metilados, entrando en la via del silenciamíento en este punto. (g) Se asume
que la RdRp selecciona estos RNAs aberrantes como templados convirtiéndolos en su forma de
doble cadena. (h) Estos dsRNAs puede ser transcriptos por la dstRp en cuyo caso se generan
RNAs pequeños adicionales en orientación sentido y antisentido. (i) Estos pueden también ser
degradados por dsRNAsas liberando pequeños dsRNAs y/o ssRNAs. Los pasos (h) e (i) pueden ser
considerados como pasos de amplificación del PTGS. (j) Los asRNAs pequeños pueden etiquetar
otros mRNAs para su degradación. (k) Los ssRNAs y/o dsRNAs pueden representar la señal del
silenciamíento sistémico que puede ser transportada a través de la planta disparando PTGS en
otras células. (l) Los dsRNAs pequeños pueden inducir metilación de secuencias homólogas de
DNA en el núcleo, como otros dsRNAs (a).
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7.7 Efectos de posición y requerimientos para la expresión estable de un

transgén

Existen muchos factores capaces de disparar la metílación y reducir la estabili­

dad de la expresión de transgenes. Uno de ellos es la presencia en exceso de DNA

del vector procariótico adyacente a las secuencias del transgén. Estas extensas

secuencias de vector pueden reconocerse como extrañas para las DNA­

metiltransferasas ya sea por una composición inusual en la secuencia como por la

incapacidad de unir proteínas nucleares eucarióticas. Otro de los factores es la

región genómica inmediata al sitio de inserción. Los análisis citogenéticos reali­

zados hasta el momento indican que la expresión estable de transgenes en tabaco

depende de la ubicación de los mismos en los extremos distales de los brazos de

los cromosomas mientras que los transgenes expresados en forma inestable y loci

Silenciadores en trans se localizan en regiones intersticiales y de heterocromatina

(centromérica, telomérica) (Iglesias y col., 1997).

7.8 Silenciamiento de transgenes y sistemas de defensa del huésped

Teleológicamente hablando, en el mundo real, el genoma de un organismo de­

be sobrevivir a un entorno hostil con oportunidades peligrosas de expresión no

deseada de genes y de parásitos (transposones y virus) cuyos "intereses" son dis­

tintos a los del huésped. Este antagonismo crea la necesidad de un mecanismo

global que limite la expresión aberrante o no deseada de genes. Los transgenes, o

sus productos, pueden semejarse a estos invasores celulares disparando, por lo

tanto, reacciones de defensa. Varios efectos en el proceso de Silenciamiento pro­

ducido por transgenes pueden considerarse como reflejo de distintas respuestas de

defensa del huésped a secuencias "parasíticas". La asociación entre el silencia­

miento post-transcripcional de genes y un mecanismo de resistencia viral se aclaró

a partir del descubrimiento de proteínas virales que suprimen el PTGS. Cuando

son expresadas por los virus o como transgenes, la proteína 2b de la familia Cu­

cumovirídae (Brigneti y col., 1998) y el l-IC-Pro de la familia de los potyvirus

(Kasschau y Carrington, 1998), pueden revertir el PTGS de genes indicadores en

plantas. Es probable que la inducción de la degradación del RNA y la señal para la

respuesta SAS (que recuerda la dispersión sistémica del virus) sea a través de

29



Introducción

RNA o complejos RNA-proteínas que de alguna manera se asemejan a virus. Otro

efecto en el silenciamiento de transgenes es la participación de la metilación del

DNA. Este puede entenderse en el contexto de metilación como defensa contra

elementos transponibles (TEs) que constituye la mayor familia de secuencias re­

petitivas en plantas. La naturaleza invasiva y muchas veces repetitiva de transge­

nes que suelen metilarse sugiere que pueden aparecer como semejantes a TEs para

la maquinaria de metilación. Y el posible rol de los dsRNA para disparar la meti­

lación pudo tener su origen en el proceso de silenciar retroelementos que produ­

cen RNAs con complejas estructuras secundarias.

7.9 Aplicaciones del silenciamiento de genes dependiente de homología

Aunque el silenciamiento indeseado de transgenes puede presentar un proble­

ma para el uso de tecnología de transgenes en el mejoramiento de cultivos, un

mayor entendimiento de este fenómeno puede ser de utilidad para aplicaciones en

agricultura que requieran silenciamiento de algún gen específico. El HDGS tiene

una aplicación potencial enorme en la biotecnología de plantas debido a su especí­

ficidad de secuencia y a su carácter dominante. Así, el PTGS, basado en la homo­

logía de secuencia de la región codificante, es conveniente para silenciar todos los

miembros de una familia de genes que presenten alta homología de secuencia en

esas regiones. Por el contrario, el PTGS, basado en regiones 5' no traducibles, o el

TGS, basado en homología de promotores, pueden ser utilizados para inactivar

alelos individuales o miembros de una familia de genes que presentan secuencias

únicas en esas regiones. Otra aplicación posible del HDGS producido a través de

infecciones virales, es la determinación de la función de genes con alta eficiencia

(Baulcombe, 1999).
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Objetivos

Debido a las pérdidas substancíales ocurridas en el cultivo de papa a causa de

la infección por PLRV, a que no se ha encontrado una resistencia natural efectiva

y a su dificultosa incorporación en las variedades comerciales por mejoramiento

clásico, se decidió utilizar la ingeniería genética para obtener plantas de papa

resistentes al virus.

l. SUPUESTOS RELEVANTES

Debido a los resultados alentadores obtenidos con otros virus utilizando la

replicasa como estrategia de control, sumado al hecho de los resultados obtenidos

por expresión de la proteína de cápside en el caso de PLRV [(Kawchuk y col.,

1990); (Van der Wilk y col., 1991); (del Vas; 1993); (Kaniewski y Lawson,

1998)], se decidió intentar aplicar esta alternativa. La infección debida a PLRV es

una de las primeras enfermedades para las cuales este tipo de protección fiJe

utilizada por la ingeniería genética en la producción de plantas de papa (Mitsky et

al., 1996), algunas de las cuales serán comercializadas en un futuro cercano.

El primer supuesto relevante que explora esta tesis es que la expresión del gen

de la replicasa en plantas transgénicas estimulará una respuesta de protección por

parte de la planta contra la infección viral.

El entendimiento del mecanismo involucrado es crucial por varias razones

entre las cuales se encuentra el saber si la expresión de la proteína puede ser

abolida. Para la percepción pública y por razones de bioseguridad un mecanismo

exclusivamente basado en la expresión de pequeñas cantidades de RNA sería más

aceptable que la expresión de una proteína extraña y su mensajero

correspondiente. Si bien se publicaron resultados de protección vehiculizados por

la expresión del gen de la replicasa, los detalles del mecanismo de protección aún

no fueron investigados y publicados. En este contexto, esta tesis explora la

hipótesis de que el mecanismo de protección es dependiente de la secuencia

nucleotídica introducida y se basa en un mecanismo de silenciamiento post­

transcripcional.

Entre las diferentes secuencias nucleotídicas virales, aquellas que codifican

para la replicasa son las que tienen mayor grado de conservación entre las

distintas variantes virales e incluso entre virus relacionados. El tercer supuesto es
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que el grado de conservación de este gen es lo suficientemente importante como

para conferir una resistencia amplia en cuanto a variantes del patógeno y

condiciones climáticas y geográficas.

2. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo es obtener por técnicas de ingeniería

genética plantas de papa que expresen la replicasa de PLRV (o sus variantes)

confiriéndole resistencia genética. Se postula que la expresión de la replicasa de

PLRV en las plantas transgénicas interfiere en la estrategia de multiplicación o

diseminación viral disparando un mecanismo natural de defensa de la planta.

Con este propósito se clonó y secuenció el ORF 2b de un aislamiento local de

PLRV y se transformaron plantas de papa del cultivar Kennebec con diferentes

construcciones conteniendo el ORF 2b -con o sin ATG y en orientación sentido o

antisentido- en un intento preliminar para elucidar el mecanismo de protección.

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

I Clonar y secuenciar el ORF2b de PLRV a partir de un aislamiento viral

argentino virulento.

I Transformar plantas de papa del cultivar Kennebec con distintas

construcciones que contengan al ORF2b en versión traducible o no traducible,

en sentido o antisentido.

I Expresar el ORF2b en bacterias y obtener suero antireplicasa.

I Caracterizar moleculannente las plantas transformadas.

l Poner a punto y ensayar la técnica de microinjerto para evaluar resistencia.
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' Diseñar un método de detección de resistencia más rápido y eficiente para

evaluar las plantas transgénicas.

i Visualizar sílenciamiento post-transcripcional del ORFZb directamente en las

plantas transgénicas mediante la transformación en forma transitoria.

4. OBJETIVOS ADICIONALES

Una vez alcanzada y caracterizada la resistencia a PLRV por la expresión de la

replicasa viral, se evaluará la posibilidad de obtener plantas transgénicas

simultáneamente resistentes al virus Y de la papa (PVY) y a PLRV a través de una

construcción única que porte el gen de cápside de LMV y el gen de la replicasa de

PLRV.

Finalmente, se evaluará la factibilidad de obtener plantas transgénicas

múltiples, es decir, simultáneamente resistentes a las enfermedades causadas por

PVY y PLRV, como así también resistentes a enfermedades causadas por hongos.

Para otorgar resistencia antifúngica se utilizará el gen rip y el gen de la quitinasa,

provenientes de cebada y que codifican proteínas de defensa.

5. FINALIDADES DE APLICACIÓN Y ETAPAS DE EJECUCIÓN

La finalidad aplicada del proyecto (en el cual esta tesis está inserta) es la

obtención de plantas de papa transgénicas que interfieran la estrategia de

multiplicación o diseminación de PLRV por expresión de la replicasa viral o sus

variantes.

En una primera etapa se decidió clonar el gen que codifica para la replicasa de

PLRV a partir de un aislamiento local y la construcción de vectores de expresión

en plantas conteniendo las distintas versiones del mismo.

Una segunda etapa incluye la obtención de plantas transgénicas de papa

(Solanum tuberosum cv Kennebec) con las distintas construcciones y el análisis
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molecular de las plantas obtenidas en un intento de desentrañar el mecanismo de

protección. El entendimiento del mecanismo involucrado es crucial por varias

razones entre las cuáles se encuentra el saber si la expresión de la proteína puede

ser abolida.

Teniendo en cuenta su destino potencial, se transformó el cultivar Kennebec

debido a su utilización en el mercado de papa para fines industriales. Debe

hacerse notar que existe un mercado en expansión a nivel del MERCOSUR a

partir de la instalación de la empresa McCain en Balcarce (la cual se suma a

Pehuamar y Fritar), las cuales trabajan con la variedad mencionada.

Otra finalidad aplicada es la de obtener plantas de papa del cultivar Kennebec

con resistencia combinada a los virus PLRV y PVY, por expresión de los genes

que codifican para la replicasa viral de PLRV y la cápside de LMV

respectivamente.

En una etapa final y con el objetivo de obtener plantas transgénicas múltiples

se decidió realizar ensayos de co-transfonnación en presencia de cepas de

Agrobacteríum tumefacíens que ponen la construcción anteriormente mencionada

(para resistencia a virus) y una construcción que brinda resistencia a hongos por

expresión del gen rip y del gen de la quitinasa.



III. MATERIALES
Y

METODOS



Las sales, drogas, antibióticos y medios de cultivo utilizados fueron comprados a

Sigma Chemical Co (EUA), a menos que se especifique lo contrario.

l. CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Escherichia coli: Se utilizaron las cepas DHScL (como cepa de rutina),

INVaF’(cuando se utilizó el vector pCRQII) y BL21 (cuando se utilizó el vector

pRSET-A).

Todos los cultivos fueron realizados en medio LB (medio de Luria-Delbrück) y 1a

temperatura de crecimiento fue de 37°C. En los casos de cultivo líquido la

agitación fue alrededor de 100 rpm y se realizaron en tubos o erlenmeyers

conteniendo un volumen de cultivo no mayor al 10% de su capacidad total.

En el caso de que las cepas bacterianas estuvieran transformadas con un vector

plasmídico, se agregó el antibiótico de selección adecuado al medio de cultivo.

Agrobacterium tumefacíens: Se utilizó la cepa LBA4404 (pAL4404) [Hoeckema

y col., (1983)] que porta resistencia a rifampicina (25 mg/l) y estreptomicina

(50mg/l)

Las bacterias se cultivaron en medio 2YT, YM ó LB según se indica en cada

caso, a una temperatura de 29°C y con agitación.

Medio LB: se prepara en agua bidestilada, con bacto-triptona (DIFCO

Laboratories, EUA) (10 g/l), extracto de levadura (5 g/l), NaCl (10 g/l). Se lleva a

pH 7 (con NaOH). Para preparar LB agar, se agrega agar 1,5%. Se autoclava

durante 20 min a 1,5 atm.

Medio 2YT: se prepara en agua bidestilada, con bacto-triptona (DIFCO

Laboratories, EUA) (16 g/l), extracto de levadura (10 g/l), NaCl (5 g/l). Se lleva a

pH 7 (con NaOH).

Medio YM: comercial (Gibco-BRL, EUA), se prepara en agua bidestilada, y

contiene extracto de levadura (0,04%), manitol (1%), NaCl (1,7 mM),

MgSO4.7H20 (0,8 mM), KZHPO4.3H20(2,2 mM). Se lleva a pH 7 (con NaOH) y

se autoclava durante 20 min a 1.5 atm.
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Rifampicína: la solución madre se prepara en metanol en una concentración de

250 ngml, y se esteriliza por filtración*.

Sulfato de estreptomicina: se prepara en agua bídestilada en una concentración

madre de 100 mg/ml, y se esteriliza por filtración*.

(* en todos los casos se utilizaron filtros Millipore -Inglaterra- de 0,2 um).

2. GENOTIPOS VEGETALES EMPLEADOS

Las plantas de papa, Solanum tuberosum tuberosum cv Kennebec empleadas

para los ensayos de transformación se mantuvieron por micropropagación en

medio MSS en cámaras de cría reguladas a 22°C, bajo un fotoperíodo de 16 hs

luz (5000 lux) - 8 hs oscuridad.

Las plantas de Nicotíana benthamiana utilizadas en los ensayos de infección con

los vectores quiméricos PVX se mantuvieron en maceta en cuartos de cultivo

regulados en forma similar a la descripta anteriormente.

3. VECTORES DE CLONADO

Vectores Características relevantes Resistencia en origen
bacterias

pCRQII Vector linealizado con una base 3'-T ampicilia/ TA Cloningo,
protruyente para el clonado directo kanamicina Invitrogen
de productos de PCR (EUA)

pCGN l 8 Vector binario, posee el promotor gentamicina Derivado del
3SS, terrninador t-nos, y el cassette vector
masS'-nptlI-mas3' (resistencia a pCGNlS47
kanamicina en plantas)

pMALcZ Vector de expresión en bacterias, se ampicilina New England
obtiene una proteína de fusión con Biolabs, (EUA)
el producto del gen maIE bajo el
control del promotor ptac inducíble
por IPTG

pRSET- A Vector de expresión en bacterias, se ampicilina Invitrogen,
obtiene una proteína de fusión con 6 (EUA)
histidinas en el extremo amino
terminal bajo el control del
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promotor T7, inducido
indirectamente por IPTG

RTL202 Vector de expresión transitoria en ampicilina Scripps.
plantas, posee promotor doble 358, Lab. R Beachy.
el enhancer traduccional de TEV y
el terminador t-nos

p2C282 Posee el genoma completo de PVX ampicilina Chapman y col.
(clon infectivo), bajo el control del (1992)

romotor de la transcripción de T7
pBS- LMV Vector pBS-SK-Notl/A (-XhoI), ampicilina INRA-Versailles,

posee el cassette p3SS-Q-LMch-t- Francia
nos

pKYLX7l Vector binario, posee el promotor tetraciclina INRA-Versailles,
doble 358 y el tenninador t-rbs Francia

pZPKan Vector binario, posee el cassette estreptomicina/ Max-Plank
pnos-nptII-t-nos (resistencia a espectinomicina Institut de
kanamicina en plantas) Colonia,

Alemania

pZPHygro-RIP-CI-II Vector binario, posee el cassette estreptomicina/ Max-Plank
pnos-hpt-t-nos (resistencia a espectinomicina Institut de
higromicina en plantas) y los Colonia,
cassettes p3SS-ríp-3SSpA y p3SS- Alemania
Chia2-3SSpA (resistencia a hongos)

pZPBasta-RIP-CHI Vector binario, posee el cassette estreptomicina/ Max-Plank
pnos-bar-t-nos (resistencia a espectinomicina Institut de
glufosinato de amonio en plantas) y Colonia,
los cassettes p3SS-ríp-3SSpA y Alemania
p3SS-Chia2-3SSpA (resistencia a
hongos)

4. OLIGONUCLEÓTIDOS INICIADORES

La tabla siguiente detalla los oligonucleótidos iniciadores utilizados para la

construcción de los distintos vectores, para la secuenciación del DNA y la

caracterización molecular de las plantas (especificado cada caso en particular). Se

remarcan las secuencias de reconocimiento de las distintas endonucleasas de

restricción y los sitios de iniciación o terminación de la traducción agregados se

encuentran subrayados.



Materiales y Métodos

Nombre del Secuencia Posición en la polaridad
iniciador secuencia
"5'repl" 5' TATGACTCCGATGAGGATTACG 3' 1526 a la 1548 de la positiva

secuencia viral de PLRV

"3'repl " 5. GGCTTGAACTTCCAATGCTTGC 3. 3427 a la 3449 de la negativa
secuenc1a Viral de PLRV

"5'rep2" 5' GGATTACGGTCTGGAGAAAGAG 1541 a la 1576 de la positiva
GCTGCAACAAATG 3' secuencia viral de PLRV

"3'rep2" 5' AGCTCCTTCAGTGTTCTTTTGTG 3363 a la 3398 de la negativa
GTGGCACTCGGA 3' secuencia viral de PLRV

T7 5' TAATACGACTCACTATAGGG 3'
Reverso 5' CAGGAAACAGCTATGAC 3'

"3'seq" 5' GTTTGTTTTGGCGGACGGTG 3' 154 del ORF2b de negativa
PLRV

"3'rep3" 5' TCGGAGTTGGGGGCTTCG 3' 1564 del ORF2b de negativa
PLRV

"5'rep4" 5' CTCCAAAGCCTGAATCTACA 3' 584 del ORF2b de positiva
PLRV

"3'repS" 5' GTTTGAGTGTCAGTTGAAAG 3' 1157del ORF2b de negativa
PLRV

"3'rep6" 5' GGCCGACTCCGCGCGTTGGAGC 603 del ORF2b de negativa
CACCTGGCAGCCT 3' PLRV

"5'repc/ATG" 5' GGCTTTGGATCCACGMGGAT 1540a la 1557de la positiva
TACGGTCTGGAGA 3' secuencia viral de PLRV

"3'repBamHI" 5' ATTCGGATCCGCTTGAACTTCC 3428 a la 3447 de la negativa
AATGCTTG 3' secuencia viral de PLRV

"5'reps/ATG" 5' GGCTTTGGATCCAGGATTACGG 1540 a la 1557 de la positiva
TCTGGAGA 3' secuencia viral de PLRV

"low t-nos" 5' GCGCGCTATATTTTGTTTTC 3' 190 del terminador t-nos negativa
"35S" 5' ATCTCCACTGACGTAAGGGA 3' -100 del sitio de clonado positiva

del vector pCGN18
"up-gus" 5' GCCfiGTÏCCCGGGTTACGTC positiva

CTGTAGAAAC 3'

"low-gus" 5' GGGATCCAGGCCTTTGTTTGCC negativa
TCCCTGCTG 3'

"up-rerh0" 5' CCGCTCGAGACGfiGGATTAC 1541a la 1554de la positiva
GGTCTGG 3' secuencia viral de PLRV

"low-rerho" 5' GGCCTCGAGCT’MGTGTTCTT 3368 a la 3385 de la negativa
TTGTG 3' secuencia viral de PLRV

"low-lmv" 5' CCACTTTACCTCGGATCATT 3' 300 del gen de la negativa
cápside de LMV

"low-rip" 5' TCCACGTTC'ITCGCCATCTTTG 3' 30 del gen RIP (origen negativa
cebada)

Los oligonucleótidos del ORF2b de PLRV fueron diseñados mediante la ayuda del

programa Oligo 4.0. Polaridad positiva: de secuencia nucleotídica igual a la cadena

codificante. Polaridad negativa: de secuencia complementaria a la cadena codificante.
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5. EXTRACCIÓN DE RNA

Se congeló el tejido vegetal con nitrógeno líquido y se lo pulverizó en un

mortero. Se añadieron 2 ml de buffer guanidina por gramo de tejido fresco. Se

centrifugó a 10.000 rpm por lO min en el rotor SS34 de Sorvall (EUA). Se

transfirió el sobrenadante a otro tubo y se le agregó l volumen de

fenol/cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1,v/v). Se centrifugó nuevamente a

10.000 rpm durante 45 min a temperatura ambiente. Se precipitó el RNA que está

en la fase acuosa con 0,7 vol de etanol frío (-20°C) y 0,2 vol de ácido acético

1M. El DNA y las proteínas residuales quedaron en el sobrenadante. Se dejó l h a

-70°C ó toda la noche a -20°C. Se centrifugó a 10.000 rpm por 10 min. El

precipitado se lavó dos veces con acetato de sodio (3 M, pH 5,2) a temperatura

ambiente (el RNA de bajo PM y polisacáridos contaminantes se disuelven y el

RNA intacto permanece en el precipitado). Se lavó el precipitado con etanol 70%

y se resuspendió el RNA en agua tridestilada previamente tratada con dietil

pirocarbonato y autoclavada.

Se determinó la concentración de RNA midiendo la absorbancia a 260 nrn en un

espectrofotómetro Beckman DU.

La composición del buffer guanidina es la siguiente:

lsotiocianato de guanidina 4 M

B-mercaptoetanol 50 mM

EDTA 20 mM

MES 20 mM

pH 7

6. CLONADO DEL ORF ZBDE LA REPLICASA DE PLRV

Se utilizó el sistema comercial SuperScript TMPreamplification System de Life

Technologies (EUA) y el sistema (“kit”) TA Cloníng° de Invitrogen (EUA)

siguiendo las instrucciones recomendadas por los fabricantes. Brevemente:
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6.1 Síntesis de cDNAviral por transcripción revertida

Se purificó RNA total a partir de hojas de Physalis floridana infectadas con

PLRV. Se agregó a 5 ug de RNA total l ul de una solución de hexanucleótidos

de secuencia al azar (50 ng/pl). Se calentó a 70°C durante lO min y se incubó en

hielo l min. Luego de centrifugar se agregaron 2 ul de bufl'er de síntesis 10X

[Tris-HCl (200 mM, pH 8,4), KCl (500 mM), MgCl2(25 mM), BSA (l pg/ul)], l

ul de dNTPs (lO mM), 2 ul de DTT (0,] M) y l ul de transcriptasa reversa

[SuperScript ll RT (200 U/pl)]. Luego de incubar 10 min a temperatura

ambiente, se incubaron 50 min a 42°C, se terminó la reacción incubando 15 min a

70°C y se colocó en hielo. Se agregó l ul de RNAsa H y se incubó 20 min a

37°C.

6.2 Amplificación del ORF 2b de PLRV

Se amplificó el ORF 2b por reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

utilizando el templado de cDNA (primera cadena) y dos oligonucleótidos

específicos. Uno de ellos es el oligonucleótido específico "5'rep" cuya secuencia

es igual a la cadena codificante y abarca de la posición 1526 a la 1548 de la

secuencia publicada de un aislamiento holandes de PLRV y conservada para

otros aislamientos. El otro oligonucleótido utilizado- "3'rep"- posee una

secuencia complementaria a la cadena codificante que abarca desde la posición

3427 a la 3449 de la secuencia publicada del mismo aislamiento y conservada.

Al cDNA que proviene del paso anterior se le agregaron 8 pl de buffer de

sintesis 10X [Tris-HCl (200 mM, pI-I8,4), KCl (500 mM), MgCl2 (25 mM), BSA

(l ugjpl)], 66 ul de agua destilada autoclavada, 2 ul de cada uno de los

oligonucleótidos mencionados (100 ng/pl) y l ul de Taq DNA polimerasa (2 a

5 U/ul). Se cubre con aceite mineral (N100 ul) para evitar la evaporación durante

los ciclos de amplificación. Se calentó 5 min la mezcla de reacción a 94°C, se

realizaron 25 ciclos idénticos de amplificación que constan de 3 etapas: 45 seg a

94°C, l min a 55°C y 3 min a 72°C y se realizó una extensión final de lO min a
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72°C. La amplificación se llevó a cabo en un terrnociclador TC 480 (Perkin

Elmer Cetus, EUA).

6.3 Clonado del producto de amplificación en el vector pCR®lI

El fragmento amplificado se clonó en el vector pCRG’lldel sistema (“kit”) TA

Cloning" de Invitrogen (EUA). Este vector es suministrado en forma lineal y con

un extremo 3' T protruyente para permitir la ligación directa de los productos de

PCR con alta eficiencia, tomando ventaja de la actividad transferasa terminal de la

enzima Taq polimerasa.

Se utilizaron 50 ng de vector y 25 ng de inserto para una relación molar vector:

inserto de l:l y 75 ng de inserto para una relación molar de 1:3. Se agregó l pl

de T4 DNA ligasa y 1 pl de buffer de ligasa 10X y se incubó a 12°C durante l6

hs. Se hizo un control con vector solo para cuantificar el “background”

proveniente de bacterias transformadas con vector religado consigo mismo. Se

transformaron 50 pl de células INV 0LF’ de Escherichia Cali con l pl de la

mezcla final de reacción de ligación, agregando previamente 2 pl de B­

mercaptoetanol (0,5 M), siguiendo el protocolo descripto en Sambrook y col.

(1989) y descripto en el punto 7. Una vez completada la transformación y la

recuperación de las células en medio SOC sin antibiótico (vol final 500 pl) se

plaqueó en placas de LB agar con ampicílina (100 pg/ml) y se incubó a 37°C

durante toda la noche. Estas placas fueron previamente rastrilladas con una

solución de X-Gal (Gibco-BRL, EUA) (40 mg/ml). Se picaron lO colonias

blancas para aislamiento de DNA plasmídico, análisis de restricción y

secuenciación.

7. TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS E.COLI

7.1 Preparación de bacterias E.colí competentes

Se inoculó 5 ml de medio LB de cultivo con una colonia aislada de la cepa de

Escherichia coli especificada en cada caso y se permitió que llegue a saturación
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mediante agitación a 37°C durante toda la noche. A la mañana siguiente se diluyó

este cultivo l/ 100 en 100ml de medio LB y se colocó a 37°C con agitación (100

rpm) hasta que la D01,00del cultivo llegó a 0,48.

Se enfrió 5 min en hielo y se centrifugó a 4000 rpm, a 4°C. El precipitado se

resuspendió en el 40% del volumen inicial con la solución TFB I fría [KAc (0,5

M), KCl (l M), CaCl2 (0,5 M), MnCl2 (0,5 M), pH 5,8 con ac. acético (0,2 M)] y

se dejó en hielo durante 5 min. Se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min a 4°C. El

precipitado se resuspendió en 4 ml de TFB II frío [MOPS o PIPES (0,1 M), CaCl2

(0,5 mM), KCl (0,1 M), glicerol 15%, pI-I6,5 con KOH] y se dejó durante 15 min

en hielo.

Las células competentes se dividieron en alícuotas de 250 ul en tubos Eppendorf,

se congelaron rápidamente en nitrógeno líquido y se guardaron a - 70°C.

7.2 Transformación de bacterias E.colí competentes

Se mezcló, en un tubo Eppendorf, l ul de reacción de ligación con 50 ul de

células bacterianas competentes (INVaF’, DHSa o BL21) descongeladas en

hielo, se homogeneizó suavemente y se dejó 30 min en hielo. Las bacterias se

colocaron en un baño de agua a 42°C durante l min 30 seg y luego se

mantuvieron en hielo durante 2 min. Se agregaron 250 ul de medio LB sin

antibióticos y se incubó en cámara de 37°C con agitación suave durante 60 min.

Se rastrillaron 20 ul y 200 ul en placas de Petri conteniendo el medio selectivo

correspondiente a cada caso y se incubó durante l6 hs en cámara de 37°C.

8. AISLAMIENTO DE DNA PLASMÍDICO (MINIPREPARACIÓN)

Para preparaciones de DNA plasmídico en pequeña escala, se inoculó una colonia

en 1,5 ml de medio LB con el antibiótico correspondiente y se creció toda la

noche en cámara de 37°C con agitación. Las bacterias se cosecharon por

centrifugación en microcentrífuga a 6000 rpm y se resuspendió el precipitado en

100 ul de solución I [TEG: glucosa (50 mM), EDTA (10 mM), Tris-HCl (25 mM,

pH 8)]. Se agregaron 200 ul de solución II [NaOH (0,2 M), SDS 1%] para la lisis
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celular. Se mezcló suavemente por inversión y se dejó 5 min en hielo. Luego se

agregaron 150 ul de solución III fría [KAc (3 M), pH 5,2], se mezcló por

inversión y se dejó en hielo 5 min. Se centrifugó en microcentrífuga a 14000 rpm

durante 20 min a 4°C. Se transfirió el sobrenadante obtenido a un nuevo tubo

(aproximadamente 450 ul) y se agregaron 0,8 volúmenes de isopropanol para

precipitar el DNA plasmídico. Se centrifugó a 13.000 rpm durante 30 min a

temperatura ambiente. Se lavó el precipitado con 300 ul de etanol 70%, se

centrifugó a 13.000 rpm durante lO min. Se secó el precipitado durante 5 min en

un evaporador (Savant, EUA) y se resuspendió en 50 pl de HZO ó de TE

[TrisI-lCl (10 mM), EDTA (1 mM), pH 8)].

9. TRATAMIENTO CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCIÓN Y

ENZIMAS MODIFICANTES

Los tratamientos del DNA plasmídico con enzimas de restricción o enzimas

modificantes (New England Biolabs, EUA; Promega Biotech, EUA y Gibco-BRL,

EUA) fueron llevados a cabo, siguiendo las especificaciones de los fabricantes,

según Sambrook y col. (1989).

10. SECUENCIACIÓN DEL ORF ZBDE LA REPLICASA VIRAL

Para la secuenciación se utilizó el sistema comercial de secuenciación

(fmoI®DNA de Promega Biotech, EUA) basado en el método de Sanger (Sanger

y col, 1977) y se utilizaron los oligonucleótidos iniciadores específicos: T7,

Reverso, "5'repl", "3'repl", "3'seq", "3'rep3", "5'rep4", "3'rep5", "3'rep6",

"5'rep2" y "3'rep2" (los oligonucleótidos del ORFZb de PLRV fueron diseñados

mediante la ayuda del programa Oligo 4.0).

El DNA de los clones utilizados para la secuenciación se purificó mediante

columnas de Qiaprep Spin Plasmid (Qiagen, Alemania) siguiendo las

especificaciones de los fabricantes. Se cuantificó el DNA obtenido mediante
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electroforesis en geles de agarosa 0.8% (TAE 1X, 5 V/cm, 2 hs) teñidos con

bromuro de etidio (l ug] 100ml) y visualizados con luz UV.

La composición de la reacción de secuenciación es la siguiente:

DNA 1,5 pg

Oligonucleótido iniciador 25,0 ng

35s-otdATP 1,5 pl

Buffer(10x) 5,0 pl

HZO csp 16,0 pl

3SS-ochTP (1000-5000 Ci/mmol, 12,5 mCi/ml, New England Biolabs, EUA)

Se agregó 1 ul de Taq polimerasa (5 U/ul, Promega Biotech, EUA), y se

colocaron 4 pl de reacción a cada uno de cuatro tubos conteniendo 2 ul de cada

ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP. Se agregó una gota de aceite mineral a

cada tubo para evitar la evaporación.

Las reacciones de secuencia se llevaron a cabo en un termociclador TC 480

(Perkin Elmer Cetus, EUA) usando el siguiente programa:

l ciclo de: 35 ciclos de: l ciclo de:

94°C 2 min 94°C 30 seg 70°C 10 min

52°C 30 seg

70°C l min

Se agregaron 3 ul de buffer de siembra [NaOI-l (10 mM), forrnamida (95%), azul

de bromo fenol (0,05%), xilencianol FF (0,05%)] a cada tubo y se calentaron

durante 10 min a 70°C.

Los productos de secuenciación se separaron en geles de acrilamida-bisacrilamida

(28:1) 6% a 45 Volts entre 2 y 6 horas según se trate de corridas cortas, medias o

largas. Los geles se fijaron con fijador [etanol (20%), ac acético glacial (5%)]
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durante 20 min y se secaron sobre papel Whatmann 3MM (Reino Unido) durante

l hora a 80°C (secador de geles Bio-Rad, modelo 583).

Los geles se expusieron 48 horas a temperatura ambiente con placas

autoradiográficas Kodak (Biomax). Las placas se revelaron dejando l o 2 min en

revelador (AGFA GISO), 1 min en HZO,y 3 min en fijador (AGFA G334).

ll. SUBCLONADO DEL ORF 2B DE LA REPLICASA DE PLRV EN UN

VECTOR ADECUADO DE EXPRESIÓN EN PLANTAS

Se utilizó el clon pCRrepPLRV (Figura l de Resultados) como templado de

reacciones de PCR y los oligonucleótidos iniciadores "5'repc/ATG",

"S’reps/ATG" y "3'repBamHI" con el fin de agregar a los extremos sitios de

restricción adecuados para su clonado en un vector eucariótico apropiado. El

iniciador para el extremo 5' posee un ATG (en el contexto de Kozac), en fase con

el marco de lectura de la replicasa. Para construir la versión no traducible se

utilizó un iniciador distinto que no contenía el ATG. Se realizó una tercera

construcción conteniendo el ORFZb en antisentido. La enzima de alta fidelidad

Pwo DNA polimerasa (Boehringer Mannheim, Alemania) fue utilizada en las

reacciones de PCR con el fin de no introducir errores en la secuencia durante las

mismas.

Se digirió el vector pCGNlS, purificado por columnas de Qiagen, utilizando la

enzima BamHI durante 3 hs a 37°C y luego se inactivó la enzima durante lO min

a 75°C. Para eliminar los fosfatos del extremo 5' y disminuir por lo tanto la

cantidad de vector religado, se trató el DNA digerido del vector con fosfatasa

alcalina (Promega Biotech, EUA) durante 2 hs a 37°C y luego se inactivó la

enzima durante 10 min a 75°C. Los productos de amplificación fueron digeridos

con la enzima BamHI durante toda la noche y se corrieron en geles de agarosa

0,8% junto con el vector de expresión pCGNl8 digerido y desfosfataseado. El

DNA se observó al UV, y se cortaron los trozos de gel conteniendo las bandas

correspondientes a los insertos y al vector de expresión linealizado.

Los distintos fragmentos a ligar se purificaron del gel utilizando el kit comercial

Gene CleanTM(Bio 101 Inc, EUA); se cuantificaron corriéndolos en geles de
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agarosa 0,8% y comparándolos con cantidades conocidas de DNA. Se realizaron

reacciones de ligación entre los insertos y el vector de expresión a 16 °C durante

16 horas, utilizando DNA ligasa del fago T4 (New England Biolabs, EUA). La

relación inserto-vector fue aproximadamente de 3:1. Luego de la ligación se

transformaron células competentes de la cepa E. coli DHSa siguiendo el

procedimiento descripto en el punto 7.

Los plásmidos resultantes: pCGNl8-ATG-rep, pCGNl8-rep y pCGNlS-antirep

fueron secuenciados en sus extremos. Se siguió el mismo procedimiento descripto

en el punto 10 utilizando los oligonucleótidos iniciadores "3'seq" y "low t-nos".

12. ELECTROPORACIÓN DE AGROBACTER!UM TUMEFACIENS

La cepa LBA4404 (pAL4404) de A. tumefacíens fue electroporada con los

vectores pCGN18, pCGNlS-ATG-rep, pCGN18-rep y pCGNlB-antirep que

poseen el gen marcador de resistencia a gentamicina siguiendo el protocolo de

Wen-Jun y Forde (1989) que se detalla a continuación.

12.1 Preparación de las células electrocompetentes

El cultivo de Agrobacteríum tumefaciens [LBA4404(pAL4404)] se incubó a 29°C

durante 24-30 hs en medio 2YT líquido hasta una DO600de O,5-0,7. Las células se

mantuvieron en hielo, se precipitaron, se lavaron sucesivamente en l, 0,5, 0,02 y

0,02 volúmenes de cultivo en 10% (v/v) de glicerol y finalmente se

resuspendieron en 0,01 volumen de glicerol 10% (10“-10l2 céls/ml). Se

congelaron las alícuotas en nitrógeno líquido y se guardaron a -70°C hasta por 8

semanas.

12.2Transformación

Se descongeló en hielo una alícuota de 40 pl y se transfirió a una cubeta de

electroporación (Bio-Rad, EUA) de 0,2 cm previamente enfriada. Se mezcló

luego l ul del DNA correspondiente (lO-50 ng) con la suspención celular
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(manteniendo la misma siempre en hielo) y se realizó un control negativo dejando

una alícuota de bacterias sin agregado de DNA. Se aplicó inmediatamente un

pulso de corriente usando un Gene Pulser®con unidad controladora de pulso (Bio­

Rad, EUA). La fuerza de campo aplicada fue de 12,5 kV/cm, la capacitancia de

25 uF y la resistencia de 400 Q. Las constantes de tiempo oscilaron entre 8 y 12

mseg. Las células fueron transferidas inmediatamente a l ml de medio YM o LB

y agitadas a 29°C durante 3 hs. Luego se distribuyeron alícuotas de 100 pl en

placas conteniendo medio LB agar con el agregado de rifampicina (100 mg/l),

estreptomicina (100 mg/l) y gentamicina (50 mg/l) y se incubaron durante 48-72

hs a 29°C.

12.3 Extracción de DNA plasmidico, restricción y Southern blot

Las extracciones de DNA plasmidico y las restricciones realizadas para chequear

los clones recombinantes luego de las electroporaciones, se realizaron según se

describe en los puntos 8 y 9, respectivamente. Los Southern blots se realizaron

según Sambrook y col. (1989).

13. TRANSFORMACIÓN DE HOJAS DE PAPA VIAAGROBACTERIUM

13.1 Micropropagación del material vegetal

Las plantas stock para los experimentos se micropropagaron asépticamente en

flujo laminar (Nuaire, EUA) horizontal (a partir de ápices de plantas cultivadas in

vitro), en medio MSS, en tubos de vidrio para cultivo de vegetales, de 2,5 cm de

diámetro y 10 cm de alto. Se cultivaron en cámaras de cría reguladas a 22°C, bajo

un fotoperíodo de 16 hs luz (5000 lux) - 8 hs oscuridad.

13.2Transformación a partir de explantos de hoja de papa cv Kennebec

usando kanamicina como agente selectivo
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Para el ensayo se siguió el protocolo de Rocha-Sosa y col. (1989), modificado

por del Vas (1992). Brevemente; se usaron plantas de 4 semanas de edad. Se

cortaron las hojas por la base y se íncubaron en placas de Petri plásticas,

flotando con el envés hacia arriba, en lO ml de medio MSG conteniendo 50 ul de

un cultivo saturado de Agrobacterium tumefacíens LBA4404 (pAL4404)

transformada con los vectores pCGNlS-ATG-rep, pCGNlB-rep, pCGNl8-antirep

o pCGNlS (utilizado como control). El co-cultívo se realizó durante 48 hs a baja

intensidad de luz, en cámara de cría regulada a 22°C, con un fotoperíodo de 16 hs

(5000 lux) luz - 8 hs oscuridad. Se usaron 20 explantos como control de

regeneración (sin Agrobacteríum y sin agente selectivo), 20 como control de

selección (sin Agrobacterium y con agente selectivo) y 20 para comprobar que la

presencia de Agrobacterz'um tumefacíens no perjudicaba la regeneración (con

Agrobacterium y sin agente selectivo). Luego del cocultivo, los explantos fueron

transferidos a tubos conteniendo MSG (4 ml) con cefotaxime (250 mg/l),

zeatina (2 mg/l) y kanamicina (50 mg/l). Los explantos se transfirieron

semanalmente a medio fresco.

Soluciones y medios de cultivo:

Medio MSS: se preparó a partir de MSS agar comercial. Se llevó a pH 5,6 (con

NaOH) y se autoclavó por 20 min a 1,5 atm.

Medio MSG: se preparó a partir de sales de Murashige-Skoog comerciales, con

agua bidestilada, y luego se añadió glucosa en una concentración final de 10

mg/l. Se llevó a pH 5,6 y luego se autoclavó por 20 min a 1,5 atm. Para preparar

medio sólido se añadió agar hasta una concentración final de 6 g/l.

Cefotaxime: se preparó a partir de cefotaxime en polvo, con agua bidestilada, y se

esterilizó por filtración utilizando filtros Millipore (Inglaterra) de 0,2 um. La

solución madre se preparó en una concentración de 250 mg/ml.

Zeatina: la solución madre se preparó a partir de zeatina en polvo en una

concentración de 2 mg/ml en DMSO, y se dejó en reposo 30 min antes de utilizar.

48



Kanamicina: comercial (500 mg/ml).

14. SOUTHERN BLOT

14.1 Extracción de DNA de hojas de papa

Se congeló el tejido con nitrógeno líquido y se lo pulverizó en mortero. Se

añadieron 15 ml de bufi'er de extracción [Tris- HCl (100 mM, pH 8); EDTA (50

mM); NaCl (500 mM); B-mercaptoetanol (10 mM)] y 2 ml de SDS (10%) por

gramo de tejido fresco. Se agitó vigorosamente en vórtex y se incubó 10 min a

65°C. Se agregaron 5 ml de acetato de potasio (5 M), se agitó vigorosamente en

vórtex, se incubó en hielo durante 20 min y se centrifugó 5 min a 13000 rpm. Se

recuperó el sobrenadante filtrando a través de una gasa, se agregaron 10 ml de

isopropanol, se agitó en vórtex y se centrifugó durante 15 min a 13000 rpm. Se

secó el precipitado y se resuspendió en 0,7 ml de TE 50-10 [Tris- HCl (50 mM,

pH 8); EDTA (lO mM)] con RNAsa. Se centrifugó 5 min, se lavó el precipitado

con etanol 70% y se resuspendió en 200 ml de TE.

14.2 Tratamiento del DNA genómico con enzimas de restricción y

electroforesis

Los DNAs genómicos obtenidos en el paso anterior fueron digeridos durante 16

hs a 37°C con las enzimas BamI-II o Hindlll (indicadas en cada caso).

Posteriormente se corrieron las muestras, junto con l kpb ladder como marcador

de peso molecular, en un gel de agarosa 0,8% [bromuro de etidio (0,5 pg/ml)] en

buffer TAE a lV/cm.

14.3 Preparación de sondas

Las sondas radiactivas se prepararon usando productos de PCR o de digestión del

plásmido pCGN18-ATG-rep purificados en geles de agarosa por GeneClean como

templados. Se marcaron por la reacción de marcación de hexanucleótidos al azar,

según las especificaciones del fabricante (Pharmacia, Suecia).
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14.4Transferencia e hibridación dela membrana de nylon

La transferencia e hibridación se realizaron siguiendo las técnicas ya descriptas

por Sambrook et al. (1989). Se utilizaron membranas Hybon N+. La solución de

prehibridación e hibridación usada contenía PAES (0,1%), SDS (1%), SSPE

(2,5X) y PPiNa (0,01%). Se prehibridó durante l hora a 65°C y se hibridó durante

toda la noche a la misma temperatura. Luego de descartada la sonda se realizaron

dos lavados sucesivos a temperatura ambiente durante 15 min con SSC (2X), SDS

(0,1%) y SSC (1X), SDS (0,1%). Posteriormente se repitieron los lavados pero a

la temperatura de hibridación. Se realizaron exposiciones durante períodos

variables y luego se obtuvieron las autoradiografias.

15. NORTHERN BLOT

15.1 Extracción de RNA de hojas de papa

Se extrajo RNA total de plantas transgénicas utilizando el kit comercial RNeasyTM

(Qiagen, Alemania), siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Brevemente; se homogeneizó el tejido, utilizando un vástago de punta cónica, con

600 ul de bufier de lisis (provisto por los fabricantes y con el agregado previo de

B-mercaptoetanol) y se centrífugó 3 min a 10000 rpm. Se agregó al sobrenadante

600 pl de etanol 70% y se mezcló por pipeteo. Se colocó en la columna (se divide

el volumen en 2) y se centrífugó 15 seg a 10000 rpm. Se realizó un lavado de la

columna con 700 ul de bufler RWl y dos lavados con 500 pl de buffer RPE

(ambos provistos por los fabricantes). Se secó la membrana centrifugando a

máxima velocidad durante 2 min y se eluyó el RNA en 30 ul de HZO libre de

RNAsas.

15.2 Electroforesis de RNA

La electroforesis se realizó en buffer MOPS 1X [MOPS 10X: MOPS (0,2M,

pH7), AcONa (SOmM) y EDTA (lOmM, pl-I 8)]. El gel de agarosa para RNA
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contiene: agarosa 1,2%, formaldehído 21% en MOPS 1X. Se utilizó

aproximadamente 15 ug de RNA total de plantas. Previamente a la electroforesis,

las muestras se trataron de la siguiente manera: se toman 5 ul de solución de RNA

y se le agregan l ul de bromuro de etidio (4 mg/ml), 30 ul de buffer

desnaturalizante [MOPS 1X (13%), forrnamida deionizada (66%), formaldehído

(21%)] y l ul de bufl'er de siembra [azul de bromofenol (0,25%), xylenexianol

(0,25%), glicerol (50%)]; se calentaron 15 min a 60°C y se las dejó enfriar en

hielo.

La corrida electroforética se realizó a 3 V/cm a temperatura ambiente con

recircularízación del buffer de electroforesis.

15.3 Preparación de sondas

Las sondas radiactivas se prepararon usando un producto de PCR que amplifica

un fragmento del ORF2b de la replicasa de PLRV o un producto de digestión con

la enzima PstI del plásmido pBIlZl (Clontech, EUA) que abarca parte del gen de

la neomicina fosfotransferasa (nptlI, resistencia a kanamicina). Los fragmentos

fueron purificados en geles de agarosa por GeneClean y se marcaron por la

reacción de marcación de hexanucleótidos al azar, según las especificaciones del

fabricante (Pharmacia, Suecia).

15.4Transferencia e hibridación dela membrana de nylon

La transferencia e hibridación se realizaron siguiendo las técnicas ya descriptas

por Sambrook et al. (1989) y descriptas anteriormente para el Southern blot

utilizando las mismas soluciones, la misma membrana y las mismas condiciones

de prehibridación, hibridación, lavados y exposiciones. En el caso en que se

utilizó la sonda del gen nptII la temperatura de prehibridación e hibridación fue de

50°C (mediana astringencia).

16. RT-PCR DE UN FRAGMENTO DEL ORF2B DE PLRV

16.1 Tratamiento con DNAsa
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Se añadió l ul de DNAsa y l ul del buffer correspondiente a 5 ul de la solución de

RNA obtenida en el punto 15.1 y se llevó a un volumen de 10 ul con HZOlibre de

RNAsas. Luego de una incubación de 15 min a temperatura ambiente se agregó l

ul de EDTA (20 mM) para detener la reacción.

16.2Obtención de cDNA por acción de la transcriptasa reversa

Las muestras obtenidas en el paso anterior se calentaron a 65°C durante lS min, se

colocaron en hielo l min y se centrifugaron. Se agregó l pl del iniciador

específico "3'rep5" cuya secuencia es igual a la cadena complementaria en la

posición 1157 del ORF2b de la replicasa de PLRV. Luego de calentar las

muestras a 70°C durante 10 min y colocarlas en hielo, se agregaron 4 ul de bufier

(5X), 2 ul de DTT (0,1M) y l pl de dNTPs (lOmM); se incubaron a 42°C durante

2 min, se añadió l ul de enzima transcriptasa reversa SuperScript II (Gibco-BRL,

EUA) y se incubó durante 50 min a 42°C. Finalizada la reacción, se inactivó la

enzima a 70°C durante 15 min.

16.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

La reacción se realizó en un volumen final de 100 ul. Al cDNA obtenido en el

paso anterior se agregó 10 pl bufler taq (10X), 6 pl MgCl2 (25mM), l ul dNTPs

(lOmM), lul del iniciador específico "S'rep4", igual a la secuencia del ORF2b en

la posición 584 (lOOng/pl), lpl del iniciador específico 3', utilizado en el paso

anterior (lOOng/ul), 0,3 ul de enzima DNA polimerasa (Promega Biotech) y se

completó con HZOdeionizada hasta un volumen de 100 ul por reacción. Se agregó

una gota de aceite mineral para evitar la evaporación.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termocíclador TC 480 (Perkin

Elmer Cetus, EUA) usando el siguiente programa:

1 ciclo de: 30 ciclos de: l ciclo de:

94°C 4 min 94°C 30 seg 70°C lO min

50°C 30 seg

70°C l min
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Los productos de la reacción, junto con l kpb ladder como marcador de peso

molecular, fueron corridos en un gel de agarosa l% [conteniendo bromuro de

etidio (0,5 pgjml)] en buffer TAE a lV/cm.

l7. WESTERN BLOT

17.1 Preparación de las muestras de hoja

Se homogeinizó aproximadamente 0,1 g de hoja en 500 pl de bufl'er de muestra

Laemmlí [Tris-HC] (50 mM, pH 6,8); B-mercaptoetanol (100 mM), SDS (2%)]

con ayuda de un émbolo plástico de punta cóníca. Se centrifugó durante 3-5 min a

5000 rpm. De esta fonna la muestra se conserva a 4°C (varias semanas), evitando

remover el precipitado.

17.2 Separación de las proteínas en geles de acrilamida (SDS-PAGE)

Se separaron las proteínas totales de hoja en un gel 10% de acrilamida

discontinuo y desnaturalizante en presencia de SDS, siguiendo la técnica

convencional de Laemmlí (Sambrook y col., 1989). A 20g] del sobrenadante

obtenido en el paso anterior se agregaron 5 ul de bufi‘erde carga [(4X): Tris-HC]

(200 mM, pH 6,8), B-mercaptoetanol (400 mM), SDS (8%), azul de bromofenol

(0,4%), glicerol (50%)]. Las distintas muestras de hojas se calentaron a 100°C por

3 min y se sembraron en el gel (se incluyó en una calle proteínas de peso

molecular conocido). Se corrió el gel a 31 mAmp hasta que el frente (azul) salió

del mismo.

17.3Electrotransferencia

Se realizó en un tanque con bufler de transferencia [glicina (39 mM), Tris base

(48 mM), SDS (0.037%), etanol (20%)] y con el gel en posición vertical

completamente sumergido y entre dos electrodos en forma de panel. El gel se

puso en intimo contacto con una membrana de nitrocelulosa (MSI:
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EP4HY00010). Se transfirió a 200 mAmp durante 2 hs a 4°C y se tiñó con 25 ml

de solución de rojo Ponceau [Ponceau S (0,2 g), tricloro acético (3 g), ácido

sulfosalicílico (3 g), 100 ml de agua] en agitación durante 5 a lO min.

17.4 Inmunodetección

Se sumergió la membrana en una solución bloqueante TBS [Trís (l M, pH 8),

NaCl (5 M)], leche descremada (Molico) 5% y se agitó durante l h.

Luego se agregó el anticuerpo anti-replicasa obtenido según el procedimiento

descripto en el punto 18 (en una dilución variable según el título del anticuerpo)

y se incubó durante 90 min en esta solución.

Se realizaron tres lavados de 15 min cada uno con solución bloqueante y se

agregó el anticuerpo comercial anti-inmunoglobulina de conejo (Promega

Biotech, EUA) conjugado con fosfatasa alcalina en la dilución adecuada con

TBS-leche 5% durante 90 min con agitación suave. Luego se realizaron tres

lavados con TBS y se equilibró la membrana con bufler fosfatasa [Tris-HCl (100

mM, pH 9,5); NaCl (100 mM); MgCl2 (5 mM)]. Para revelar la reacción se

agregaron 33 pl de BCIP (Gibco-BRL, EUA) y 44 pl de NBT (Gibco-BRL,

EUA) por cada lO ml de buffer fosfatasa, se dejó en oscuridad hasta una clara

visualización de las bandas y se lavó la membrana con agua bidestilada.

18. PRODUCCIÓN DE SUEROS POLICLONALES EN CONEJOS PARA

EL ORF2B DE PLRV

18.1 Preparación de DNA plasmídico para clonado y secuenciación

Para preparaciones de DNA plasmídico en pequeña escala, se partió de 1,5 ml de

cultivo bacteriano saturado.

Las bacterias se cosecharon por centrifugación en microcentrífuga a 6000 rpm.

Para obtener DNA plasmídico de alta calidad para clonado y secuenciación se

utilizaron columnas de Qiaprep Spin Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Alemania)

siguiendo las especificaciones del fabricante.
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18.2 Subclonado del ORF2b en los vectores comerciales pMAl-c2 y pRSET-A

El ORF2b (liberado a partir del plásmído pCGNl8-rep) fue subclonado en los

vectores de expresión en bacterias pMALcZ y pRSET-A, usando BamI-II como

enzima de restricción para respetar el marco de lectura adecuado. Las digestiones

del DNA plasmídico purificado por columnas de Qiagen, se realizaron durante 3

hs a 37°C y luego se inactivó la enzima durante lO min a 72°C.

Para eliminar los fosfatos del extremo 5' y disminuir por lo tanto la cantidad de

vector religado, se trató el DNA digerido de los distintos vectores con fosfatasa

alcalina (Promega Biotech, EUA) durante 2 hs a 37°C y luego se inactivó la

enzima durante lO min a 75°C.

Las restricciones de los insertos y los vectores de expresión digeridos y

desfosfataseados se corrieron en geles de agarosa 0.8% y los distintos fragmentos

a ligar se purificaron del gel utilizando el kit comercial Gene Clean (Bio lOl INC,

EUA). Luego de cuantificar los fragmentos de DNA purificados, se realizaron

reacciones de ligación entre los insertos y los vectores de expresión a 16 °C

durante 16 horas, utilizando DNA ligasa del fago T4 (New England Biolabs,

EUA). La relación inserto-vector fue aproximadamente de 3:1. Luego de la

ligación se transformaron células competentes de la cepa E. coli DHSa o BLZI

como se describe en el punto 7.

18.3 Secuenciación de los clones obtenidos

Los plásmídos resultantes en el punto anterior fueron secuenciados en sus

extremos 5' para verificar que la digestión y ligación en el nuevo vector hubieran

sido correctas. Se siguió el mismo procedimiento descripto en el punto 10

utilizando el oligonucleótido iniciador "3'seq" cuya secuencia es igual a la cadena

complementaria en la posición 154 del ORF2b de la replicasa de PLRV.

18.4 Expresión del ORF2b de PLRV en bacterias

Se transformaron células competentes de E.colí cepa DHSa con las

construcciones obtenidas en el vector pMALc. Con las construcciones realizadas
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en el vector pRSET se transformaron células competentes de E.coli cepa BL21.

Las proteínas de fusión recombinantes de ambos sistemas (pMALc y pRSET)

quedaron bajo el control de sistemas inducibles por IPTG. Para obtener las

proteínas de fusión, se partió de un cultivo saturado; se hizo una dilución de 1/100

(7 ml finales) y cuando el cultivo alcanzó una DO600de 0,6 se realizó la inducción

con IPTG 0,4mM durante 2 horas. Se dejó una parte del cultivo sin inducción

creciendo durante dos horas para usar como control.

Luego de la inducción se centrifugaron las muestras durante 10 min a 5000 rpm.

Los precipitados se resuspendieron en l50 pl de HZO.Se extrajeron las proteínas

con el buffer de extracción [SDS (4%), glicerol (30%), Tris-l-ICl (125 mM, pH

6,7), azul de bromo fenol (0,002%) y B-mercaptoetanol (2%)]. Las muestras se

calentaron a 100°C durante 3 min y por último se sonicaron durante 15 seg en un

sonicador (Branson, modelo 250/450).

Para analizar las proteínas se utilizaron geles de acrilamida-bisacrilamida (30:0,8)

8% en SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Los geles se corrieron durante la noche a 12

mA o durante el día a 120 volts.

La tinción de las proteínas se realizó con azul de Coomassie [Coomassie Blue

(0,5%), ac. acético (10%) y etanol (30%)] durante 15 min; luego se destiñó

durante l h con una solución de ac. acético (10%) y etanol (30%). Los geles se

secaron durante dos horas a 80°C sobre papel Whatmann 3MM en secadoras Bio­

Rad (modelo 543).

18.5Análisis de las proteínas de fusión por Western blot

Se analizaron las proteínas de fusión obtenidas mediante la técnica de Western

blot (Sambrook y col. 1989). Para ello, se separaron por SDS-PAGE 8% extractos

proteicos totales. Las proteínas se electrotransfirieron a una membrana de

nitrocelulosa (MSI: EP4I-IY00010) durante 75 min a 0,20 mA a 4°C utilizando

buffer de transferencia [ glicina (39 mM), Trizma base (48 mM), etanol (20%)].

Las membranas se bloquearon con una solución de TBS-leche descremada

(Molico) 5% [Tris (l M, pH 8), NaCl (5 M)] durante una hora con agitación

suave. Se descartó la solución bloqueante y se agregó el primer anticuerpo en la

dilución adecuada en TBS-leche 5% (anti-MBP preparado por la Dra Fabiana Bigi

en otro laboratorio del Instituto de Biotecnología y gentilmente cedido para estos
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experimentos o anticuerpo comercial Anti-XpressTMde Invitrogen) durante 90

min con agitación suave. Luego se realizaron tres lavados con TBS- Tween-20

(0,05%, v/v) durante lO min cada uno. Se agregó el segundo anticuerpo

conjugado con fosfatasa alcalina en la dilución adecuada con TBS-leche 5%

(anticuerpos comerciales anti-inmunoglobulina de conejo o de ratón de Promega

Biotech, EUA) durante 90 min con agitación suave. Luego se realizaron dos

lavados con TBS y se equilibró la membrana con buffer fosfatasa [Tris-HCl (100

mM, pH 9,5), NaCl (100 mM), MgCl2 (5 mM)]. Para revelar la reacción se

agregaron 33 pl de BCIP y 44 ul de NBT en 10 ml de buffer fosfatasa y se dejó en

oscuridad hasta la aparición del precipitado.

18.6 Obtención de antisueros policlonales de conejo

Se separaron las proteinas de fusión resultantes mediante la técnica de SDS­

PAGE en geles preparativos al 8% y se electrotransfirieron a una membrana de

nitrocelulosa durante 75 min a 0,20 mA. Se tiñeron las proteinas

electrotransferidas con rojo ponceau, se cortó una porción de la membrana y se

hizo un ensayo previo de Western blot con anticuerpos comerciales específicos

para localizar la proteina de fusión (MBP-rep e HIS-rep) siguiendo el

procedimiento descripto en el paso anterior. Una vez localizada, se cortó la región

de la membrana que contiene la proteina de interés. Se disolvió la nitrocelulosa

con 400 ul de DMSO y se mezcló en partes iguales con adyuvante incompleto de

Freund. Para que se forme una buena emulsión se agregó lentamente la disolución

de la membrana-DMSO de a gotas en el adyuvante y se mezcló con vortex.

Las proteínas se inyectaron en conejos. El esquema de inmunización consistió en

una primera dosis de la proteina de fusión MBP-rep con aplicaciones subcutáneas

en al menos cuatro zonas del lomo e inyecciones intramusculares en las patas

traseras; con la misma proteína de fusión y de igual forma se realizaron refuerzos

("boosters") a los 15, 30 y 45 días. A otro conejo se le aplicó el mismo esquema

de inmunización pero con la proteína de fusión HIS-rep. Se tomaron muestras de

20 ml de sangre mediante punción cardíaca; las extracciones se hicieron previa a

la primera inmunización (suero preinmune), a los 30 días (primer sangrado), a los

45 días (segundo sangrado) y a los 60 días (tercer sangrado). Las muestras de
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sangre se colocaron una hora a 37°C, luego se dejaron a 4°C durante una noche

para que se forme el coágulo de sangre. Por último se centrifugaron a 2000 rpm,

durante 20 minutos a 4°C para separar el suero que fue guardado en alícuotas a ­

20°C.

18.7 Preabsorción de los sueros con proteínas DHSa

Los sueros obtenidos en los distintos sangrados fueron preabsorbidos con una

preparación de proteínas DHSa. Para ello se mezclaron 4,5 ml de TBS con 0,5 ml

de extracto proteico de DHSa (ver 18.8) y se agregó una cantidad de suero tal

para obtener la dilución deseada del mismo. Se dejaron durante toda la noche a

4°C con agitación suave y luego se colocaron 30 min a 37°C con agitación. Por

último se agregaron 5 ml de TBS-leche 10%.

18.8 Preparación de extracto proteico de E.coli cepa DHSa.

Para la preparación del extracto proteico se inoculó una colonia de la bacteria

E.colí DHS en 3 ml de medio LB de cultivo y se creció durante todo el día a 37°C

con agitación. Luego se agregaron los 3 ml a l litro de medio LB de cultivo y se

creció durante toda la noche a 37°C con agitación. Se centrifugó durante 20 min a

4000 rpm y se resuspendió el precipitado en SDS (0,1 %). Se alicuotó en

fracciones de 500 ul y se calentaron a 100°C durante 30 min. Las alícuotas se

guardaron a -20°C.

19. ENSAYOS DE DESAFÍO VIRAL DE LAS PLANTAS TRANSGÉNICAS

MEDIANTE INJERTOS CON PLANTAS INFECTADAS

Las líneas de plantas transgénicas se micropropagaron como se describe en el

punto 13.1. El virus de PLRV fue mantenido en el cultivar Kennebec infectado

naturalmente con un aislamiento local. Se desinfectaron las estacas y los ápices de

plantas provenientes del campo en una solución de hipoclorito de sodio (3%)

durante 3 min 30 seg, luego se sumergieron en etanol (70%) durante 30 seg y se
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lavaron 4 veces en agua estéril. Luego se mantuvieron ín-vítro como se describe

en el punto 13.1.

Se realizaron ensayos de microinjertos in-vítro combinando ápices de planta

infectada con el virus de PLRV, con pies de plantas transgénicas portadoras del

gen de la replicasa viral (sin o con el agregado del codón de iniciación de la

traducción, o la versión antisentido del ORFZb). Como control, se realizaron

microinjertos con plantas transgénicas que llevan sólo el gen marcador de la

selección.

Los ápices y pies de las plantas a injertar se cortaron con bisturí transversalmente

y luego se realizó un corte de l cm en forma de cuña al tallo del ápice y un corte

de l cm que divide al medio el tallo de los pies transgénicos. Se pusieron en

contacto ambos tallos y se unieron en forma provisoria con cinta papel adhesiva.

Una vez establecida la comunicación de los haces vasculares, se pasa a maceta el

injerto limpiando cuidadosamente las raíces de agar para evitar contaminaciones.

Se realizan ensayos de ELISA de extracciones provenientes de hojas (por debajo

y encima de realizada la unión) para detectar multiplicación viral a los 30 y 60

días post- injerto.

20. ELISA PARA DETECTAR CÁPSIDE DE PLRV

20.1 Extracción de proteínas

Se homogeneizó aproximadamente 0,1 g de hoja en 7 ml buffer de extracción

[PBS-Tween-ZO (l l), PVP 10000 (20 g); pl-l 7,4] con ayuda de un émbolo

plástico de punta cónica. Luego se centrifugó durante 3 min a 12000 rpm.

20.2 DAS-ELISA

20.2.1 Sensibilización de la superficie de la placa con un anticuerpo

antígeno específico (primario)

La sensibilización de la placa de ELISA se realizó diluyendo el anticuerpo­

antígeno específico (Boehringer Mannheim, Alemania) en bufl‘er de adsorción
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[COJNa2 (1,59 g); COJNaI-I (2,93 g); N3Na (0,2 g); agua (csp l l); pH 9,6] en una

relación 1:1500-3000. Se llenó cada pocillo con 200 ul y se incubó 2 hs a 37°C o

durante toda la noche a 4°C. Luego la placa se lavó 3 veces con PBS-Tween-ZO

[NaCl (8 g); HZKPO4(0,2 g); HNaPO4.121-l20 (2,9 g); KC] (0,2 g); Tween-20 (0,5

ml); agua (csp l l); pH 7,4].

20.2.2 Incubación de la placa sensibilizada con el antígeno

Se tomaron 200 pl del sobrenadante obtenido en el punto 20.1 y se colocaron en

un pocillo de la placa sensibilizada. Se incubó con agitación durante una hora a

37°C o durante toda la noche a 4°C. Luego se realizaron tres lavados con PBS­

Tween-ZO.

20.2.3 Incubación con el anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina y

revelado

Se diluyó (1:600) el anticuerpo conjugado (Boehringer Mannheim, Alemania) en

buffer conjugado [buffer de extracción (l l), ovoalbúmina (2 g), pH 7,4] y se

colocaron 200 ul en cada pocillo. Luego se incubó con agitación de una a tres

horas a 37°C y se realizaron tres lavados con PBS-Tween-ZO.

Se preparó el cromógeno, l pastilla de para-nitro-fenil-fosfato cada 5 ml de bufl‘er

sustrato [dietanolamina (97 ml), MgCl¡.6H20 (100 mg); agua (csp l l)], se

agregaron 200 ul de la solución a cada pocillo y se colocó la placa a 37°C con

agitación suave. Se controló el desarrollo de color cada 15-30 min y se realizó la

lectura de la placa a 405 nm.

21. TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA (BIOLÍSTICA)

21.1 Construcciones recombinantes GUS-REP

El gen de la B-glucuronidasa fue amplificado por PCR utilizando los iniciadores

"up-gus" y "low-gus". El primero contiene un sitio Ncol para su posterior clonado

en el vector RTL202 y en el segundo oligonucleótido se eliminó el codón de
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terminación de la traducción del gen y se agregó un sitio BamHI en fase con el

último codón del mismo para subclonar el ORF2b y obtener las proteínas de

fusión GUS-REP. El producto de amplificación fue clonado en los sitios NcoI y

BamHl del vector RTL202 quedando bajo el control del promotor doble 3SS, el

enhancer traduccional de TEV y el terminador t-nos, obteniéndose el vector

RTLgus. A partir del vector pCGNlS-rep se obtuvo el ORF2b por digestión con

la enzima de restricción BamHl y posterior purificación mediante geles de

agarosa. El mismo fue subclonado en el vector RTLgus digerido con la misma

enzima. Se obtuvieron así los clones RTLgus-rep y RTLgus-antirep que poseen el

ORF2b en orientación sentido y antisentido respectivamente. Las construcciones

resultantes fueron verificadas por análisis de restricción con las endonucleasas

BamHI, HindIII, NcoI y EcoRI y por secuenciación del sitio de unión del gen de

la B-glucuronidasa y el ORF2b utilizando el iniciador "3'seq".

21.2 Preparación de las hojas de papa y bombardeo con microproyectiles

Se colocaron las hojas jóvenes de las plantas transgénicas con la cara abaxial

hacia arriba en placas de Petri conteniendo MSSS (MSS comercial con el

agregado de 40 g/l de sorbitol). El bombardeo de las mismas con micropartículas

se realizó siguiendo el procedimiento descripto por Cabrera-Ponce y col. (1995).

El DNA plasmídico, purificado utilizando columnas de Qiaprep Spin Plasmid

Miniprep Kit (Qiagen, Alemania), se precipitó sobre microproyectiles de

tungsteno M10 según describe Klein y col. (1988). Se depositaron alícuotas de lO

ul (1,66 ug DNA asociado con 125 pg de tungsteno) en cada macrocarrier (disco

de kapton), se secaron al aire para remover el etanol y se utilizaron para

bombardear las hojas de papa. Se utilizó una versión modificada del cañón génico

que trabaja según presión de helio, originalmente desarrollado por Sanford y col.

(1991). La distancia entre la membrana de ruptura y el disco fue de 1,2 cm. El

tejido blanco se colocó a 7,0 cm del punto de lanzamiento y se bombardeó a 600

psi sólo una vez. La cámara fue evacuada a l atmósfera y el tubo de aceleración

de gas fue presurizado con helio.

21.3 Ensayo de actividad de la enzima B-glucuronidasa (GUS)
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La tinción histoquímica de la actividad GUS en hojas jóvenes se realizó siguiendo

el procedimiento descripto por McCabe y col. (1988) utilizando X-Glu (5-bromo­

4-chloro-3-indolyl-B-D-glucurónido) como substrato. Las hojas a analizar se

colocaron en cajas de Petri de 6 cm de diámetro y se cubrieron con solución GUS

[X-Glu (0,5 mg/ml), NazPO4H2 (100 mM), EDTA (lO mM), ferrocianuro de

potasio (SmM), ferrocianato de potasio (SmM), Tritón X-lOO (0,1%), pH 7].

Luego, se incubó a 37°C durante 18 hs y se observó la presencia de un precipitado

azul sobre el tejido. Para aumentar el contraste por extracción de clorofila y para

preservar el tejido, se extrajo varias veces con alcohol 70% hasta decolorar.

22. INFECCIÓN DE PLANTAS TRANSGÉNICAS CON TRASCRIPTOS

PVX-REP RECOMBINANTES

22.1 Construcciones recombinantes PVX-REP

El ORF2b de PLRV (en sentido y antisentido) fue clonado en el vector p2CZSZ.

Dicho vector posee el genoma completo de PVX bajo el control del promotor de

la transcripción de T7 y un sitio múltiple de clonado bajo el control del promotor

de la cápside que se encuentra duplicado. Se realizó una reacción de PCR

utilizando la enzima de alta fidelidad Pwo DNA polimerasa (Boehringer

Mannheim,Alemania)y los iniciadoresespecíficos "up-rerho" y "low-rerho".

Dichos oligonucleótidos iniciadores amplifican el ORF2b completo y poseen en

sus extremos sitios de restricción Xhol. Se digíríó durante toda la noche el

producto de PCR con la enzima Xhol mientras que el vector fue digerido durante

4 hs con la enzima compatible Sall y tratado con la enzima fosfatasa alcalina. Los

distintos fragmentos a ligar se purificaron de un gel de agarosa 0,8% utilizando el

kit comercial Gene Clean (Bio lOl Inc., EUA), se cuantificaron corriéndolos en

gel y se realizó una reacción de ligación entre el inserto y el vector a 16°C durante

16 horas, utilizando DNA ligasa del fago T4 (New England Biolabs, EUA). Se

transformaron células competentes de la cepa E. coli DHSOLcomo se describe en

el punto 7 y el DNA de las colonias recombinantes obtenidas fue digerido con las
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enzimas de restricción adecuadas para verificar la integridad del inserto y la

orientación.

22.2 Obtención de transcriptos infecciosos in-vitro

El DNA de los clones elegidos PVX-rep y PVX-antirep fue purificado utilizando

columnas de Qiaprep Spin Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Alemania) y se usó en

reacciones de transcripción in-vitro realizadas por medio del sistema comercial

mMESSAGE mMACHINETM(Ambion, EUA) siguiendo las especificaciones del

fabricante. Brevemente, se mezcló l pg del templado linealizado con la

endonucleasa de restricción SpeI con 2 ul de bufi‘erde transcripción (10X), lO ul

de mezcla de ribonucleótidos 2X [ATP, CTP, UTP (15 mM), GTP (3mM), Cap

Analog (lZmM)], 2 ul de mezcla enzimática 10X [T7 RNA polimerasa, inhibidor

de ribonucleasa, glicerol (50%)], l pl de GTP (30 mM) y se llevó a volumen final

de 20 pl con dHZOlibre de nucleasas. Se incubó durante 3 hs en cámara de 37°C e

inmediatamente se procedió a realizar la infección.

22.3 lnoculación de plantas transgénicas con los transcriptos infectivos

Se diluyó 1:4 la reacción de transcripción con medio FES o buffer fosfato

[NazPO4(20 mM), pH 7] y se realizó la inoculación de las plantas transgénicas

con los transcriptos infectivos. Se espolvoreó primero con un abrasivo fino

(Carborundo 600 Mesh) autoclavado desde 20-30 cm. Se colocaron lO pl de la

dilución por cada hoja, se inocularon 2 hojas por planta y 3 plantas por línea

transgénica por ensayo. Se distribuyó homogéneamente ejerciendo una mínima

presión como para no dañar demasiado la hoja. Es importante que la solución de

transcripto infectivo se mantenga siempre en hielo y cambiar a menudo los

guantes para evitar la degradación por RNAsas. Se dejó secar durante 100 min y

se lavó la hoja con agua corriente. Las plantas se dejaron en cuarto de cultivo

reguladas a 20-25°C, bajo un fotoperíodo de 16 hs luz (5000 lux) - 8 hs

oscuridad.
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Composición del medio FES

GP buffer 2X [GP(lOX): glicina (0,5 M), KZHPO,1(0,3 M); pH 9,2]

pirofosfato de sodio 1%

macaloide 1%

Celite 1%

pH 8,5- 9,0 (con ácido fosfórico)

22.4 ELISA para detectar cápside de PVX

El procedimiento seguido fue descripto en el punto 20. Para sensibilizar la placa,

se utilizó un anticuerpo- antígeno específico (Boehringer Mannheim, Alemania)

en una dilución l: 600 y el anticuerpo conjugado (de la misma marca comercial)

fue utilizado en una dilución 121000.

23. EVALUACIÓN DE RESISTENCIA A PLRV A CAMPO

Un primer ensayo a campo se llevó a cabo en la Estación Experimental INTA­

Balcarce, de noviembre de 1998 a marzo de 1999, bajo la supervisión del Ing.

Agr. Mónica Colavita y del Ing. Iván Butzonich.

Un segundo ensayo de campo se llevó a cabo en Villa Retiro, Córdoba (de enero a

agosto de 1999) bajo la supervisión del Ing. Agr. Daniel Moriconi y el Dr.

Germán Serino (BioSidus).

Ambos ensayos se realizaron siguiendo los procedimientos standard y las normas

de bioseguridad para Organismos Genéticamente Modificados (GMO)

recomendados para el cultivo de papa, elaborados y regulados por la Comisión

Nacional Asesora en Biotecnología Agropecuaria (CONABIA) dependiente de la

Secretaría de Agricultura, Ganadería, Pesca y Alimentación (SAGPyA). Los

ensayos fueron inspeccionados y supervisados in situ por el Instituto Nacional de

Semillas (INASE) también dependiente de la SAGPyA.

Las líneas transgénicas fueron micropropagadas hasta obtener al menos 10

clones de cada genotipo y las plántulas fueron rusticadas en condiciones de

invernadero. Los controles incluyeron plantas no transgénicas y plantas
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transgénicas conteniendo sólo el gen marcador de la selección. El área fue

limitada lateralmente con plantas no transformadas de la misma variedad. Se

incluyeron plantas infectadas entre las líneas a evaluar para asegurar la

disponibilidad de inóculo. Las plantas fueron naturalmente infectadas con áfidos

virulíferos infectados con PLRV, se evaluó el desarrollo de los sintomas y se

realizaron ensayos de ELISA a los brotes provenientes de los tubérculos

recolectados luego de la infección.

24. CONSTRUCCIÓN DEL PLÁSMIDO PZPKAN-LMV-REP

24.1 Clonado del ORF2b en el plásmido pBS-LMV

El plásmido pBS- LMV (gentilmente cedido por la Dra. Colette Toumeur, INRA­

Versailles, Francia) contiene el gen de la cápside de LMV bajo el control del

promotor 358 de CaMV, el enhancer traduccional Q y el terminador t-nos. El

cassette 2x3SS / t-rbs, liberado con las enzimas de restricción EcoRI y ClaI (cuyo

extremo protruyente 5' fue rellenado utilizando la enzima Klenow) del plásmido

pKYLX7l y se subclonó en el plásmido pBS-LMV digerido con las enzimas

EcoRI y EcoRV. A partir del plásmido pCRrepPLRV, se realizó una reacción de

PCR utilizando la enzima de alta fidelidad Pwo DNA polimerasa (Boehringer

Mannheim,Alemania)y los iniciadoresespecíficos "up-rerho" y "low-rerho"

que amplifican el ORF2b completo. El producto de amplificación, digerido con la

endonucleasa de restricción Xhol, se subclonó bajo el control del promotor 2x3SS

y el terminador rbs utilizando el mismo sitio de restricción.

24.2 Subclonado del cassette LMV-REP en pZPKan

El cassette LMV-REP fue liberado cortando con las enzimas NruI y Spel y

subclonado en el sitio HindlII (cuyo extremo protruyente 5' fue rellenado

utilizando la enzima Klenow) y XbaI del vector pZPKan. La construcción

pZPKan-LMV-REP se verificó por restricción con las enzimas BamI-II, XbaI y

XhoI.
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25. ENSAYO DE TRANSFORMACIÓN DEL CV KENNEBEC CON LA

CONSTRUCCIÓN PZPKAN-LMV-REP

La transformación de explantos foliares se realizó siguiendo el protocolo

descripto anteriormente en el punto 13 pero la incubación se realizó con una

dilución de un cultivo de Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 (pAL4404)

transformada, por el método de electroporación (según se describe en el punto

12), con el vector pZPKan-LMV-REP (que posee el gen de resistencia a
I restreph ‘¡uumiciua). La solución de espectinomicína se prepara en

agua bidestilada en una concentración madre de lOOmg/ml, y se esteriliza por

filtración utilizando filtros Millipore (Inglaterra) de 0,2 um.

26. ENSAYO DE CO-TRANSFORMACIÓN DEL CV KENNEBEC CON

LAS CONSTRUCCIONES PZPKANnLMV-REP Y PZPHYGRO-RIP-CHI

O PZPBASTA-RIP-CHI

La transformación de explantos foliares se realizó siguiendo el protocolo

descripto en el punto anterior pero, al co-cultivo con las agrobacterias que portan

el vector pZPKan-LMV-REP, se agregó una dilución de un cultivo de

Agrobacteríum tumefacíens cepa LBA4404 (pAL4404) transformada, por el

método de electroporación (según se describe en el punto 12), con los vectores

pZPHygro-RIP-Cl-II o pZPBasta-RIP-CHI (cedidos por el Dr. Guido Jach, Max­

Plank Institut de Colonia, Alemania). La regeneración se realizó en medio de

cultivo conteniendo kanamicina como agente selectivo. Para determinar las

plantas doblemente transformadas se probó la capacidad de enraizar en medio de

cultivo conteniendo higromicina (10 mg/l) o el herbicida glufosinato amonio (1,5

mg/l) (cuyo nombre comercial es Liberty, Hoescht, Alemania, previamente

conocido como BASTA).

27. ENSAYO DE RESISTENCIA A PLRV Y PVY EN INVERNADERO
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Los experimentos de invernadero se realizaron de agosto de 1999 a noviembre

de 1999 en Neiker-Vitoria, España, bajo la supervisión del Dr. Enrique Ritter.

Las líneas transgénicas fueron micropropagadas hasta obtener 20 clones de cada

genotipo y las plántulas fueron rusticadas en condiciones de invernadero en

bateas. Los controles incluyeron plantas no transgénicas del mismo cultivar. El

ensayo fue realizado en condiciones controladas de luz, a una temperatura de 20­

22°C y una humedad relativa del 70%. Hacia las tres semanas se dispusieron

sobre las plantas pulgones infectores de PLRV, que se eliminaron una semana

después con insecticida (Karate). Un mes más tarde se tomaron hojas apicales y se

realizó la lectura mediante DAS-ELISA realizando la lectura de las placas con

espectrofotómetro a una longitud de onda de 280 nm.

La inoculación de PVYNse realizó espolvoreando las hojas con un abrasivo fino

(Carborundo 600 Mesh) para producir heridas en la superficie de las mismas y

facilitar la entrada del virus. A continuación, se aplicó el inóculo sobre dos hojas

de la planta y se realizó un lavado posterior con agua para retirar el exceso de

abrasivo y de inóculo.

La detección de la infección se realizó mediante el test DAS-ELISA realizando la

lectura de las placas con espectrofotómetro a una longitud de onda de 280 nm.

28. ENSAYO DE DESAFÍO CON RHIZOCTONIA SOLAN]

Los ensayos de resistencia se llevaron a cabo en el invemáculo de bioseguridad

que se encuentra en INTA-Castelar bajo la supervisión de la Lic. V. Romero y la

Dra L. Gazzoni.

Se sembraron minitubérculos de papa en macetas de 2L con suelo previamente

esterilizado, inoculado con 6 discos de 7 mm de diámetro de medio agar-agua

con una cepa de Rhízoctom'a solaní aislada y caracterizada por la Dra L. Gazzoni

(IMYZA-lNTA-Castelar). Se cubrieron luego con una pulgada de suelo estéril

(mezcla de suelo franco, turba y arena). Se utilizaron de 5 a lO repeticiones para

cada línea transgénica. El tiempo de obtención de los tubérculos para estos

ensayos fue aproximadamente 4 meses.

Las plantas se crecieron en condiciones de invemáculo a 21°C. Las repeticiones se

observaron durante 6 semanas y la evaluación se realizó de acuerdo a una escala
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que va de 0 a 4 en la que se clasifican como: 0= sana (índice de severidad de

enfermedad-ISE: 0%); l= más de una lesión mayor de 5 mm de longitud (ISE:

25%); 2= lesión mayor a 5 mm de longitud, algunos brotes enrollados (ISE: 50%);

3= grandes lesiones, muchos brotes enrollados y muertos (ISE: 75%) y 4= todos

los brotes muertos (ISE: 100%).



IV. RESULTADOS



Resultados

l. CLONADO Y ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DEL ORFZB DEL GEN

DE LA REPLICASA DE PLRV

1.1 Clonado del ORF 2b de PLRV

Con el objetivo de clonar el gen de la replicasa viral de un aislamiento local del

virus del enrollamiento de la hoja (PLRV), se purificó RNA total a partir de hojas

de Physalís floridana infectadas con dicho virus. Se realizó la síntesis de la

primera cadena de cDNA del marco de lectura abierto 2b (ORF2b) por

transcripción revertida (RT) utilizando hexanucleótidos de secuencia al azar.

Posteriormente, se amplificó el ORF 2b por reacción en cadena de la polimerasa

(PCR) utilizando oligonucleótidos específicos diseñados a partir de la secuencia

publicada de un aislamiento holandés de PLRV y conservada para otros

aislamientos publicados en bases de datos. Como iniciador superior se utilizó el

oligonucleótido especifico "5'repl". Su secuencia nucleotídica es igual a la

cadena codificante que abarca de la posición 1526 a la 1548 de la secuencia viral.

Como iniciador inferior se diseñó el oligonucleótido específico "3'repl",

complementario a la cadena codificante que abarca desde la posición 3427 a la

3449 de la secuencia viral publicada del mismo aislamiento. Luego de la PCR se

obtuvo, en electroforesis en gel de agarosa, una banda de tamaño esperado de

aproximadamente 1900 pb.

El fragmento amplificado se clonó en el vector comercial pCR®II siguiendo el

protocolo descripto en el punto 6.3 de Materiales y Métodos. La identidad del

inserto amplificado se comprobó por digestión del DNA plasmidico de los clones

recombinantes con las endonucleasas de restricción EcoRI, HindIII y SacI

obteniéndose, en electroforesis en gel de agarosa, los productos de tamaño

esperado según la secuencia del aislamiento holandés. Se corroboró la presencia

del ORFZb haciendo nuevas reacciones en cadena de la polimerasa con los

oligonucleótidos ya descriptos y con iniciadores internos "5'rep2" (de secuencia

nucleotídica igual a la cadena codificante que abarca de la posición 1541 a la

1576 de la secuencia viral) y "3'rep2" (oligonucleótido específico

complementario a la cadena codificante que abarca desde la posición 3363 a la

3398). Se obtuvieron las bandas esperadas de aproximadamente 1900 pb en el

primer caso y 1850 pb en el segundo caso. El clon elegido, pCRrepPLRV, se
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utilizó para la secuenciación del ORF2b y como punto de partida para el

subclonado del mismo en un vector adecuado de expresión en plantas y en

bacterias.

En la Figura l se detalla un resumen de la estrategia elegida.

1.2 Secuenciación del ORF 2b de la replicasa viral

Se secuenció el ORF2b en forma completa utilizando el método de terminación

con dideoxinucleótidos de Sanger y los oligonucleótidos iniciadores descriptos en

el punto 10 de Materiales y Métodos. La cadena codificante fue secuenciada en un

60% y la cadena complementaria fue secuenciada en su totalidad, según el

siguiente esquema:

ORF2b

Esquema de secuenciación: El esquema muestra el ORF2b y Ia dirección y posición
relativa de los iniciadores utilizados para su secuenciación.

Se realizó la comparación de la secuencia obtenida para el aislamiento local con

otras secuencias de PLRV depositadas en bases de datos (Gene Bank) utilizando

el programa FASTA y se encontró un alto grado de homología entre las mismas.

En particular, se encontró que el grado de homología con un aislamiento holandés

secuenciado por Van der Wilk y col., (1989) fue de 97,6%. Las homologías

fueron menores comparando con un aislamiento canadiense (96,9%) y con uno

australiano (94,7%). En la Figura 2 se muestra la secuencia completa del ORF2b y

se marcan las diferencias nucleotídicas encontradas comparando con la secuencia

del aislamiento holandés publicada.
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Figura l: Estrategia de clonado del gen de la replicasa de PLRV (ORF2b)
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¿EEGGATTACGGTCTGGAGAQAGAGGCTGCAACAAATGCGCCCGCAGAGAAAACT

GCTCAAACAAACTCAGCAGAGAAGACTGCTCTATQAACTTCAGCAGAGAAAACTG

CTCCAACAAACAAGCCÏIEAAATGGGCfiAGCGGCACCGICCGCCAAAACAAACGG

CAACTCCGACATCCCCGACGCCGCTAEAAGCGCACCACCAATGGACAAAATGGTC
GAACAGATCATCACAGCTATGGTGGGGAGAATCAATCTCTCGGAGATAGAGGAGA

AGATAGTGAGCAGGGTGTCTCAGAAAGCCCTGCAGAAGCCCAAACAAAACAAACG

CGGAAGACGTGGAGGGAAGAACAAGCAAAACAETTQACCTCCTACTTCAACGCAA

TCTAQAAQTGGGGCGCCCAAGAAGAAGGCTGQCCCCCAGGCTTCAGGAAGTGCGG

GQATATCCCQQGCTACTACCACCCCCGCACCAAAGGAGAAACEQAGTGGGGQQAA

AAACTCTGCCAAGTTCAECCCGAGCTGGCGGAQAAAACAGCAGGATTCGGCTGGC

CAAAAGCCGGATQTGAAGCTGAACTCCAAAGCCTGAATCTACAGGCTGCCAGGTG

GCTCCAACGCGCGGAGTCGGCCACTATCCCTGéCfiCAGAAGCAAGAAAGCGCGTG

ATTGAGAAAACAGTGGAGGCATACAGAAATTGTETAACTAACGCCCCACTGTGCT
CCCTTAAATCCAAACTGGATTGGGCTGGCTTTCAACAAGATATCCGTGAAGCAGT

CCAGTCECTTGAGCTAGACGCTGGTGTAGGCATTCCCTATATCGCGTATGGCCTC

CCCACACACCGAGGATGGGTTGAGGACCAEAAGCTTCTCCCAGTGCTCACTCAGC

TGACCTTTGACCGACTACAGAAGATGTCQGAGGCCAGCTTTGAGGATATGAGCGC

AGAAGAGCTGGTTCAAGAAGGGCTCTGTGATCCTATQAGACTATTTGTCAAAGGA
GAGCCCCACAAACAGAGCAAACTCGATGAAGGCCGCTACCGCCTCATCATGTCTG

TTTCCTTGGTGGATCAACTGGTAGCCCGGGTTCTGTTCCAAAATCAGAACAAAAG

GGAAATTTCCCTGTGGAGGTCTGTGCCTTCCAAACCCGGTTTTGGCCTTTCAACT

GACACTCAAACTGÏTGAATTCTTGGAGTGTCTTCAAAAGGTGTCTGGAGCGCCAT

CTGTGGAAGAATTéTGTGCAAATCACAAGGAGCACACGCGCCCAACCGACTGTTC

CGGTTTEGACTGGTCAGTCGCGTAETGGATGCTGGAGGATGATATGGAGGTGAGA

AATCGCCTGACATTTAATAAEACCCAGCTCACCfiAGCGCCTTCGGGCTGCCTGGT

TGAAGTGCATAGGAAACTCCGTCCTQTGCCTGTCCGATGGCACTTTAETTGCCCA

AACTGTTCCCGGTGTGCAAAAGAGCGGAAGTTACAATACAAGTTCQTCCAACTCT

AGAATCCGGGTTATGGCTGCCTAQCACTGTGGCGCCGACTGGGCAATGGCCATGE

GGGACGATGCTCTCGAAGCCCCCAACTCCGAQCTAGAGGAGTATAAAACACTAGG

TTTCAAAGTCGAGGTAGGTCGAGAACTCGAATTCTGTTCACACATZTTCAGAAAT
CCGALLLTLbLLbTTLLbbTLAACACCAACAAAATGCTTTACAAGTTGATCCATG

GTTATAATCCGGAATGTGGCAATCCAGAAGTGATTCAAAACTATCTGGCTGCAGQ

ATTCQCTGTGCTGCAGGAACTCCGACACGATCGTGAGCTCGTTGCCAAGCTCCAC
CAGTGGTTGGTTCCGAGTGCCACCACAAAAGAACACZEE

Figura 2: Secuencia del ORF2b de un aislamiento argentino de PLRV. Se marcan las
diferencias nucleotídicas (J_()encontradas con respecto a la secuencia publicada del aislamiento
holandés. Se resaltan el eodón de iniciación de la traducción (A_'1'G)agregado en el
oligonucleótido iniciador, la señal responsable para un cambio de fase traduccional eficiente
(mmm) y la secuenciapotencialmentecapaz de adoptar una estructura de tipo pscudonudoo
estructura de horquilla. Se destacan la conservación en la secuencia del motivo GDD
característico de las RNA polimerasas dependientes de RNA (GGGGACGAT)y el eodón fl de
terminación de la traducción.
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Sólo 16 de los 43 nucleótidos diferenciales implican cambios de aminoácidos

correspondiendo a una homología del 97,4% a nivel de la proteína.

Es importante destacar que está conservada la señal responsable para un cambio

de fase traduccional eficiente y necesario para la expresión del ORF2b a partir del

RNA viral (compuesto por el sitio "deslizante" o "slippery" para la RNA

polimerasa (UUUAAAU). La secuencia potencialmente capaz de adoptar una

estructura de tipo pseudonudo o bien de tipo estructura de horquilla o "stem loop"

que interviene en dicho cambio también se encuentra conservada [Prufer y col.,

(1992); Kujawa y col., (1993)]. Una característica adicional del "stem loop" es su

capacidad de codificar un grupo de aminoácidos básicos. Esta fuerte región básica

KRxxRHxRRRxKR, conservada en el ORF2b del aislamiento local, define un

dominio de unión a ácidos nucleicos y puede representar el sitio de unión al

templado de RNA de la replicasa viral (Prufer y col. 1992). En la zona C-terminal

del ORF2b se destacan la conservación en la secuencia del motivo GDD

característico de las RNA polimerasas dependientes de RNA y el codón TGA de

terminación de la traducción.

2. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LAs

PLANTAS TRANSGÉNICAS QUE EXPRESAN LA REPLICASA VIRAL

2.1 Subclonado del ORF 2b de PLRV en un vector adecuado de expresión en

plantas

Con el objeto de aportar datos que ayuden a elucidar el mecanismo de protección

a PLRV en plantas de papa transgénicas, el ORF2b se subclonó en 3 versiones

(versión no traducible en sentido, versión traducible en sentido y en versión

antisentido) en un vector adecuado de expresión en plantas. Las 3 construcciones

se realizaron en el vector pCGNl8 que contiene el gen nptII, que confiere

resistencia a kanamicina, como gen marcador de selección en plantas, bajo el

promotor S'mas y el terrninador 3'mas. Posee un único sitio de clonado (BamHI)

entre el promotor 3SS de CaMV y el tenninador del gen de la nopalina sintetasa

(t-nos), los bordes derecho (RB) e izquierdo (LB) fundamentales para la

transmisión via Agrobacterium tumefacíens del DNA específico y el gen que
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confiere resistencia a gentamicina para la selección en bacterias. La ventaja frente

a otros vectores utilizados en transformación de plantas es que el gen de interés se

encuentra cercano al RB y se transmite antes que el gen marcador de selección en

plantas. La versión traducible se construyó clonando el producto de una reacción

de PCR a partir del clon pCRrepPLRV utilizando los iniciadores específicos

"5'repc/ATG" y "3'repBamI-II". Con el fin de minimizar la introducción de

errores en la secuencia durante la reacción se utilizó la enzima con actividad

correctora de errores "proofreading" Pwo DNA polimerasa. Al oligonucleótido

iniciador S'del ORFZb, se le agregó el codón de iniciación de la traducción ­

ATG- en fase con el marco de lectura del gen de la replicasa en el contexto de

Kozac, además del sitio BamHl para su posterior clonado y al oligonucleótido

específico del extremo 3', el mismo sitio de clonado. El producto de la PCR fue

digerido durante toda la noche con la enzima Baml-II y luego de purificarlo por

electroforesis en gel de agarosa y elución de la banda correspondiente, fue ligado

al vector pCGN18 digerido con la misma enzima, defosforilado y purificado de la

misma manera. Luego de la transformación de células competentes de E.colí

DH5a, se prepararon plásmidos extraídos de las colonias recombinantes

cultivadas en medio selectivo, los cuales se trataron con la enzima BamI-II para

verificar la integridad del inserto, así como con las enzimas HindIII y EcoRI para

verificar la orientación del mismo, obteniéndose en todos los casos fragmentos de

restricción de tamaño esperado. Con el objetivo de comprobar que no se

introdujeron errores durante las etapas de subclonado, los clones resultantes ­

pCGN18-ATG-rep y pCGN18-antiGC (versión antísentido)—fueron secuenciados

en sus extremos utilizando los oligonucleótidos iniciadores "3'seq" y "low t-nos".

Se realizó el mismo procedimiento para la obtención de la versión no traducible

pCGN18-rep, sólo que en este caso el oligonucleótido iniciador 5’del ORFZb que

se utilizó en la reacción de PCR -"5'reps/ATG"- carecía del codón de iniciación

de la traducción.

Las lecturas de los geles de secuenciación nucleotídica revelaron que las

digestiones y las ligaciones en el nuevo vector no introdujeron errores.

La Figura 3 resume, en un esquema, la estrategia desarrollada.
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Figura 3: Esquema de subclonado del gen de la replicasa de PLRV (ORFZb)

pPCR rep PLRV

I Amplificación por PCR l

Gm pCGNlS mas
16700bp

on' pRl

utilizando iniciadores específicos
conteniendo el sitio ATG (o sin BamH1
él) y sitios BamH1 BamH1_ C",

RB ATG LB

pCGNlS-ATG-rep

pCGN18rep

pCGNl8antirep

2.3 Transformación de Agrobacterium tumefaciens

Se introdujeron los vectores pCGN18-ATG-rep, pCGNl8-rep, pCGNl8-antirep y

pCGNl8 sin inserto (para ser usado como control en la transformación de plantas)

en células competentes de la cepa LBA4404 (pAL4404) de A. tumefaciens. Se

utilizó el método de electroporación puesto a punto en el laboratorio que se

describe en el punto 12 de Materiales y Métodos.

Para evaluar si las colonias cultivadas en medio selectivo estaban transformadas, se

utilizó la técnica de PCR de colonias utilizando los oligonucleótidos "S'rep2" y

"3'rep2" como iniciadores 5' y 3' respectivamente.
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Como se muestra en la Figura 4, se observó, en electroforesis en gel de agarosa, la

banda de amplificación esperada (de aproximadamente 1900 pb) en las calles

correspondientes a las colonias provenientes de las transformaciones realizadas

con los vectores pCGN18-ATG-rep, pCGNlS-rep, pCGNl8-antirep y no se

observó en las colonias transformadas con el vector sin inserto.

12 3 4 5 6 7 8 910111213141516171819
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Figura 4: PCR de colonias luego de la transformación de Agrobacteríum tumefaciens mediante
electroporación. La banda de amplificación esperada, de aproximadamente 1900 pb (flecha) se
observó en las calles de un gel de agarosa correspondientes a las colonias que provienen de las
transformaciones realizadas con los vectores pCGNl8-ATG-rep (calles 1, 2, 3 y 4), pCGNl8-rep
(calles 5, 6, 7 y 8), pCGNl8-antirep (calles 9, lO, ll y 12) y no se observó en las colonias
transformadas con el vector sin inserto (calles 14, 15, 16 y 17). Calle 13: marcador de tamaño
molecular kHindIII. Calle 18: control positivo de la reacción utilizando como templado DNA del
clon pCRrepPLRV. Calle 19: control negativo de la reacción.

Para corroborar la integridad de los vectores se extrajo DNA plasmídico a partir

de los cultivos bacterianos cultivados en medio líquido y se realizó la digestión

del mismo con la enzima BamHI obteniéndose, en electroforesis en gel de

agarosa, las bandas esperadas de aproximadamente 1900 pb, correspondiente al

ORFZb, y 16700 pb, correspondiente al vector. Con el fin de corroborar la

identidad del ORF2b, el DNA del gel de agarosa fue transferido por Southern blot

a una membrana de nylon y fue hibridado con un producto de amplificación del

ORFZb obtenido por PCR a partir del clon pCRrepPLRV y marcado

radiactivamente por la técnica de iniciación al azar en presencia de 32P-ordCTP.La

autoradiografia que revela las bandas esperadas se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: Southern blot de DNA plasmídico luego de la transformación de Agrobacteríum
tumefacíens. Las calles impares corresponden a DNA plasmídico sin digerir de los cultivos
bacterianos cultivados en medio liquido y transferidos por Southern blot a una membrana de nylon
y las calles pares corresponden a DNA plasmídico digerido con la enzima BamHI. En la
autorradiografia se observaron las bandas de tamaño esperado en las calles correspondientes a los
DNAs de las colonias que provienen de las transformaciones realizadas con los vectores pCGNl8­
ATG-rep (calles 1, 2, 3 y 4), pCGN18-rep (calles 5, 6, 9 y lO), pCGN18-antírep (calles 11 y 12)
mientras que no se observó en las colonias transformadas con el vector sin inserto (calles 7 y 8).
Calle 13: DNA del vector pCGN18-rep digerido con la enzima BamHI (control positivo). Como
sonda se utilizó un producto de amplificación del ORF2b obtenido por PCR a partir del clon
pCRrepPLRV. Las flechas indican el tamaño esperado que corresponde al DNA sin digerir (A) o
al fragmento liberado de 2 Kpb correspondiente al ORF2b de PLRV (B).

2.4 Transformación de explantos de hoja de papa del cultivar Kennebec via

Agrobacterium tumefaciens usando kanamicina como agente selectivo

Se realizaron 3 ensayos de transformación independientes siguiendo el protocolo

de Rocha-Sosa y col. (1989), modificado por del Vas (1993). Se incubaron los

explantos de hojas del cultivar Kennebec con una dilución de un cultivo de la cepa

LBA4404 (pAL4404) de Agrobacteríum tumefacíens transformada con los

vectores pCGN18-ATG-rep, pCGN18-rep, pCGNlS-antirep o pCGN18 sin

inserto. Para cada ensayo se utilizaron 20 explantos como control de regeneración

(sin Agrobacteríum y sin agente selectivo), 20 como control de selección (sin

Agrobacteríum y con agente selectivo) y 20 para comprobar que la presencia de

Agrobacterium tumefaciens no perjudicaba la regeneración (con Agrobacteríum y

sin agente selectivo). Se obtuvieron 83 plantas capaces de enraizar en sucesivos

repiques en medio de cultivo conteniendo kanamicina a partir de la construcción

pCGNl8-ATG-rep, 74 con la construcción pCGN18-rep, 70 con la construcción

pCGNl8-antirep y 22 con la construcción pCGN18 sin inserto (se realizó sólo un

ensayo con ésta construcción). La eficiencia de transformación en todos los casos,
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definida como número de explantos que generaron plantas capaces de enraizar en

medio conteniendo kanamicina sobre número de explantos totales utilizados, fue

aproximadamente de 33% indicando uniformidad entre los ensayos y para las

diferentes construcciones utilizadas. La eficiencia de regeneración en los 3

ensayos y en todos los casos fue de 100% y no se obtuvieron plántulas

regenerantes en los controles de selección.

Para realizar una primera evaluación de las plantas obtenidas en medio selectivo,

se extrajo DNA de una muestra al azar de las mismas. Se amplificó por PCR el

extremo 5' del ORF2b de PLRV y parte del promotor 3SS utilizando como

' iniciador superior, el oligonucleótido "358" cuya secuencia es igual a la secuencia

del promotor 358 en la posición -100 del sitio BamHI de clonado del vector

pCGNlS y, como iniciador inferior, el oligonucleótido "3’seq".cuya secuencia es

igual a la cadena complementaria del ORF2b en la posición 154. Como control

negativo se realizó la reacción a partir de DNA extraído de plantas transformadas

con el vector sin inserto y de plantas sin transformar. Como control positivo de la

reacción se utilizó DNA proveniente del plásmido pCGNlS-ATG-rep mezclado

con DNA extraído de planta sin transformar. La Figura 6 muestra el producto de

amplificación de tamaño esperado (274 pb) tanto en el control positivo como en

las plantas transformadas con los vectores pCGNl8-ATG-rep y pCGNlS-rep. No

se observa producto de amplificación en ninguno de los controles negativos.

12345678910111213

Figura 6: Detección del ORF2b por PCR de DNA extraído de plantas transgénicas. Se realizó
una reacción de PCR utilizando los iniciadores específicos "358" y "3'seq" a partir de
extracciones de DNA genómico de las líneas transgénicas CEI, CFl, CGl, CHI, AB2, SEl, SFl
y SGl (calles 3-10). Calle l: reacción de PCR a partir de DNA de planta sin transformar. Calle 2:
reacción de PCR a partir de DNA de planta transformada con el vector sin inserto (VAl). Calle
ll: control negativo de la PCR (sin el agregado de DNA). Calle12: control positivo de la PCR
(DNA plasmídico). Calle 13: marcador de tamaño molecular le. La flecha indica la banda de
amplificación de tamaño esperado (274 pb).
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2.5 Southern blot

La incorporación estable del ORF2b en el genoma fue demostrada utilizando la

técnica de Southern blot. Se extrajo DNA genómico de las plantas transgénicas y

se incubó durante toda la noche con la enzima de restricción BamHI. Los

fragmentos resultantes de la digestión, junto a una escalera de DNAs con tamaños

que corresponden a múltiplos de l Kpb como marcador de tamaño molecular, se

separaron mediante electroforesis en geles de agarosa y se transfirieron a una

membrana de nylon. La sonda utilizada en la hibridación fue un producto de

amplificación del ORF2b, correspondiente a un fragmento desde la posición 584 a

la 1157 del mismo, obtenido por PCR y marcado radiactivamente por la técnica

de iniciación al azar en presencia de 32P-OLdCTP.Se evaluaron 14 lineas

transgénicas: 4 obtenidas con la construcción pCGN18-ATG-rep (CBl, CCl, CFl

y CGI), 4 obtenidas con la construcción pCGNl8-rep (SEI, SFl, SGl y SI-IZ),4

líneas obtenidas con la construcción pCGNlS-antirep (AB2, ACl, ADl y AEl) y

2 líneas obtenidas con el vector pCGN18 sin inserto como control negativo (VAl,

VA2.2). En las autoradiografias no se detectaron bandas en las calles

correspondientes a los controles transgénicos transformados con el vector que

carece del gen de la replicasa de PLRV o en el control de planta no transformada.

En las calles que corresponden al DNA digerido de las plantas transgénicas

evaluadas que fueron transformadas con las diferentes construcciones se detectó

la banda esperada de aproximadamente 2 Kpb confirmando la presencia del

ORF2b completo. En dichas plantas la integración en el genoma de la

construcción fue confirmada por la banda observada en las calles

correspondientes a los DNAs genómicos sin digerir (Fig. 7).

2.6 Northern blot

La expresión del ORF2b en las distintas plantas transgénicas se evaluó por

Nonhem blots. Se extrajo RNA total de las plantas transgénicas y de plantas sin

transformar y se corrió mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% con

buffer TAE para verificar la integridad del mismo y cuantificarlo. Luego de

preparar 15 ug de cada una de las muestras, se corrieron en un gel de agarosa al
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1,5% desnaturalizante y el gel fue transferido a una membrana de nylon. Se utilizó

como sonda en la hibridación un producto de amplificación de PCR

correspondiente a un fragmento desde la posición 584 a la 1157 del ORF2b, o un

producto de digestión con la enzima BamPH del plásmido pCGN18-ATG-rep

purificado en gel de agarosa que libera el ORF2b completo. Las sondas fueron

marcadas radiactivamente por el método de iniciación al azar en presencia de (X321)­

dCTP. Se evaluaron 9 líneas transgénicas: 4 obtenidas con la construcción

pCGN18-ATG-rep (CCl, CEI, CFl y CGI), 2 obtenidas con la construcción

pCGN18-rep (SFl y SFZ), 2 líneas obtenidas con la construcción pCGN18-antirep

(ADl y.AE1), 1 línea obtenida con el vector pCGNl8 sin inserto (VAI) y 1 planta

no transformada como control negativo. Luego de 18 días de exposición no se

detectaron bandas específicas en la autoradiografia en ninguno de los casos. Para

verificar que la falta de detección del ORF2b no se debía a un problema en la

calidad del RNA obtenido, la misma membrana se hibridó en condiciones de

mediana astringencia con una sonda que abarca parte del gen nptII. Para ello se

utilizó un producto de digestión con la enzima PstI del plásmido pBIl21 purificado

en gel de agarosa, y se marcó radiactivamente utilizando el método descripto

anteriormente. En todas las muestras correspondientes a las plantas transgénicas se

observó la banda de tamaño esperado correspondiente al transcripto del gen

marcador y en todas las muestras se observaron las bandas correspondientes a los

RNAs ribosomales (Figura 8).

12345 67891011121314
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Figura 7: Análisis de las plantas transgénicas por Southern blot. Las calles impares
corresponden a DNA genómico de las plantas transgénicas sin digerir y las calles pares a DNA
genómico digerido con la enzima BarnHI. Calles 1 y 2: DNA de la línea VAI; calles 3 y 4: DNA
de la línea CB]; calles 5 y 6: DNA de la línea CCI; calles 7 y 8: DNA de la línea SEI; calles 9 y
10: DNA de la linea SFl; calles 11 y 12: DNA de la línea AB2 y calles 13 y 14: DNA de la linea
AC]. La sonda utilizada en la hibridación fue un producto de amplificación del ORF2b,
correspondiente a un fragmento desde la posición 584 a la 1157 del mismo, obtenido por PCR y
marcado radiactivamente por la técnica de iniciación al azar en presencia de 32P-c>¿dCTP.Las
flechas indican el tamaño esperado que corresponde al DNA sin digerir (A) o al fragmento
liberado de 2 Kpb correspondiente al ORF2b de PLRV (B).
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Figura 8: Análisis de las plantas transgénicas por Northern blot. Luego de electroforesis en
geles desnaturalizantes de agarosa al 1,5% y transferencia a membranas de nylon, el RNA se
hibridó con una sonda marcada radioactivamente que abarca parte del gen nptII. Calle l: RNA
total de planta no transformada, calle 2: RNA total de la línea VAI, calles 3, 4, 5 y 6: RNA total
de las líneas CCl, CEl, CFl y CGl (obtenidas con la construcción pCGNl8-ATG-rep); calles 7
y 8: RNA total de las líneas SF 1 y SF2 (obtenidas con la construcción pCGNlS-rep); calle 9 y 10:
RNA total de la línea ADl y AEl (obtenidas con la construcción pCGNl8-antirep). La
hibridación se realizó en condiciones de mediana astringencia y se observaron las bandas
correspondientes a los RNAs ribosomales de 188 y 288.

2.7 RT-PCR de un fragmento del ORF2b de PLRV

Con el fin de determinar si la falta de detección del mensajero del ORF2b en los

ensayos de Northern blot se debía a un bloqueo de la transcripción o a un

problema en la estabilidad del mensajero, se realizaron reacciones de RT- PCR a

partir de extracciones de RNA total. Se evaluaron l4 líneas transgénicas: 5

obtenidas con la construcción pCGNl8-ATG-rep (CCl, CEl, CFl, CGI y CHI),

5 obtenidas con la construcción pCGNl8-rep (SEl, SFl, SF2, SGl y SHZ), 3

líneas obtenidas con la construcción pCGN18-antirep (AB2, ADl y AEl), l línea

obtenida con el vector pCGNl8 sin inserto (VAI) y 1 planta no transformada

como control negativo. Se realizó un tratamiento con DNAsa para degradar DNA

cromosómico contaminante. Para cada muestra se hizo una reacción sin el

agregado de la enzima transcriptasa reversa (RT) en la reacción de síntesis de

cDNA previa a la PCR como control. Se utilizó, como iniciador superior, el

oligonucleótido "5'rep4" y como iniciador inferior, el oligonucleótido "3'rep5".

En todos los casos en que se agregó a la mezcla de reacción la enzima

transcriptasa reversa se observó la banda esperada de aproximadamente 590 pb

mientras que en los controles sin RT no se observó dicha banda (Figura 9).

Estos resultados indican que existe transcripción del transgén aunque su

concentración es demasiado baja como para ser detectada por Northern blot.

81



Resultados

12 3 4 5 6 7 8 9101112131415161718192021222324

Figura 9: Detección del mensajero del ORF2b por RT-PCR en plantas transgénicas. RT-PCR
utilizando los iniciadores específicos "5’rep4" y "3'rep5" a partir de extracciones de RNA total de
las líneas transgénicas CEl, CFl, CGl, CHI, SEI, SFl, SGI, SH2, AB2, ADl y AEl (calles
impares). Para cada muestra se hizo una reacción sin el agregado de la enzima transcriptasa
reversa (RT) en la reacción de síntesis de cDNA previa a la PCR como control (calles pares).
Calle 23: reacción de RT-PCR a partir de RNA de planta sin transformar. Calle 24: marcador de
tamaño molecular le. La flecha indica la banda de amplificación de tamaño esperado.

2.8 Western blot

Con el objetivo de detectar la presencia de replicasa expresada en las plantas

transgénicas, se extrajeron las proteínas de muestras de hoja de las diferentes

plantas transgénicas y de plantas transformadas con vector sin inserto o de plantas

sin transformar para utilizarlas como control. Las proteínas totales de hoja se

separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% en presencia de

SDS y luego se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La

membrana se incubó con el anticuerpo anti-replicasa (obtenido como se describe

en la sección siguiente), y luego de realizar los lavados, se agregó, en una dilución

adecuada, un segundo anticuerpo anti-conejo de origen comercial, el cual está

conjugado con fosfatasa alcalina. Para revelar la reacción se agregaron BCIP y

NBT, se incubó en oscuridad hasta obtener una clara visualización de las bandas y

selavó la membrana con agua bidestilada.

En congruencia con los resultados de Northern blot y RT-PCR en los cuales se

comprobó que se acumulan muy bajos niveles de concentración de RNA

codificante para la replicasa, tampoco fue posible detectar la proteína

correspondiente mediante Western blot por lo que se concluye que su nivel de

expresión debe ser muy bajo.
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3. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI­

REPLICASA

3.1 Expresión del ORF2b de PLRV en bacterias

Con el fin de evaluar la expresión del ORF2b de PLRV en las plantas transgénicas

se produjo un suero policlonal en conejo ya que, a diferencia de la cápsíde, no se

dispone en forma comercial de ningún antisuero para la replicasa de PLRV.

Para ello, el ORF2b fue subclonado en el vector de expresión pMALcZ usando

BamHI como enzima de restricción, respetando así el marco de lectura para

producir una proteína de fusión con el producto del gen maIE de un tamaño

teórico de 120 kDa. De esta manera la expresión del ORF2b quedó bajo el control

del promotor ptac inducíble por IPTG. Se transformaron células de E.coli

competentes y el DNA de las colonias recombinantes obtenidas fue digerido con

la enzima BamI-II para verificar la integridad del inserto, liberando la banda

esperada de aproximadamente 1900 pb. Se verificó la orientación del inserto en el

vector con la enzima SacI. Los plásmidos elegidos con el ORF2b con orientación

en el mismo sentido del RNA viral (pMAL3, pMALS y pMALlO) y el plásmido

con el ORF2b conteniendo la orientación complementaria, es decir, en antisentido

(pMAL8) fueron secuenciados en sus extremos 5' utilizando el iniciador "3'seq"

verificándose que la digestión y ligación en el nuevo vector fueron correctas. Para

lograr una buena expresión de las proteínas de fusión resultantes se realizó la

inducción de los diferentes cultivos con IPTG (0,4 mM final) durante l, 2 o 3

horas (dejando l ml de cada cultivo sin inducción para usar como control).

Se extrajeron las proteínas de cada alícuota, se separaron en geles de acrilamida­

bisacrilamida al 8 % en SDS-PAGE y se realizó la tinción de las mismas con azul

de Coomassie. La Figura 10 muestra la electroforesis que refleja el nivel de

expresión de los diferentes clones. Se observa una buena inducción en el clon

pMAL8 (que porta el plásmido con el ORF2b en orientación antisentido) que

expresa una proteína de fusión muy pequeña que representaría solo el producto

del gen malE, mientras que en los clones pMAL3 y pMALS (que portan el

plásmido con la replicasa en orientación sentido) se observa la banda esperada

con baja expresión y otras bandas diferenciales de menor tamaño.
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Figura 10: Expresión de los clones recombinantes pMAL3, pMALS y pMAL8. Se realizó la
inducción de los diferentes cultivos con IPTG (0.4 mM final) durante l (calles 2, 7 y ll); 2 (calles
3, 8 y 12) y 3 horas (calles 4, 9 y 13). Los extractos de proteínas totales fueron separados en geles
de acrilamida-bisacrilamida al 8 % (SDS-PAGE) y se realizó la tinción de las proteínas con azul
de Coomassie. Calles l, 6 y 10: extractos proteicos de los cultivos pMAL3, pMALS y pMAL8 sin
inducir. Calle 5: marcador de peso molecular. (A): tamaño esperado de la proteína de fusión
expresada a partir de los clones pMAL3 y pMALS y (B) banda diferencial de menor tamaño. (C):
tamaño esperado de la proteína de fusión expresada a partir del clon pMAL8.

Para corroborar la identidad de las proteínas de fusión obtenidas, se analizaron las

mismas mediante la técnica de Western blot. Para ello, luego de separar por SDS­

PAGE al 8% los extractos proteicos totales, las proteínas se electrotransfirieron a

una membrana de nitrocelulosa que se incubó con un primer anticuerpo anti­

MBP. Luego de lavar, se agregó un segundo anticuerpo anti-inmunoglobulina de

conejo conjugado con fosfatasa alcalina en la dilución adecuada y se observó la

aparición del precipitado luego del revelado de la reacción con BCIP y NBT. Se

identificaron así las bandas correspondientes a la proteína de fusión, así como

productos de degradación de la misma en los clones pMAL3, pMAL5 y pMALlO

(Figura ll).
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Figura ll: Expresión de los clones recombinantespMALSy pMAL8.(Western blot). Se realizó
la inducción de los cultivos con IPTG (0.4 mM final) durante l (calles 2 y 6); 2 (calles 3 y 7) y 3
horas (calles 4 y 8). Calles l y 5: extractos proteicos de los cultivos pMALS y pMAL8 sin inducir.
Los extractos de proteínas totales fueron separados en geles de acrilamida-bisacrilamida al 8 % (
SDS-PAGE), transferidos a una membrana de nitrocelulosa y ésta fue incubada con el anticuerpo
anti-MBP M: marcador de peso molecular. B y C: tamaño esperado de la proteína de fusión
expresada a partir del clon pMALS y banda diferencial de menor tamaño respectivamente. A:
tamaño esperado de la proteína de fusión expresada a partir del clon pMAL8.

Se puede concluir que se logró expresar la replicasa viral en bacterias aunque su

concentración final no es tan elevada como en el control pMAL8 ya sea debido a

una menor expresión o por una mayor degradación (reflejada en la detección de

los productos de clivaje).

3.2 Obtención de sueros policlonales anti-replicasa

Se separaron las proteínas del clon pMALS mediante la técnica de SDS-PAGE en

geles de acrilamida al 8% preparativos. Luego de ser electrotransferidas a una

membrana de nitrocelulosa, se tiñeron con rojo Ponceau. Se cortó una porción de

la membrana y se hizo un ensayo previo de Western blot con el anticuerpo

antiMBP para localizar la proteína de fusión (MBP-rep) siguiendo el

procedimiento descripto en el paso anterior. Una vez localizada, se cortó la región

de la membrana que contiene la proteina de interés, se disolvió la nitrocelulosa

con DMSO y se mezcló en partes iguales con adyuvante incompleto de Freund.
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Las proteínas se inyectaron en conejos siguiendo el esquema de inmunización y

de sangrado que se describe en Materiales y Métodos. Se obtuvieron así: el suero

preinmune, el primer sangrado (a los 30 días), el segundo sangrado (a los 45 días)

y el tercer sangrado (a los 60 días) que fueron preabsorbidos con una preparación

de proteínas DHSo. para evitar reacción inespecífica al utilizarlos en ensayos de

Western blot de extractos bacterianos.

3.3 Análisis de los sueros policlonales anti-replicasa

Para analizar si los sueros policlonales obtenidos contenían anticuerpos anti­

replicasa, se realizó un ensayo de Western blot con extractos proteicos de los

clones pMALS y pMAL8. Las proteínas se separaron mediante la técnica de SDS­

PAGE en geles preparativos al 8% y luego de ser electrotransferidas a una

membrana de nitrocelulosa, se tiñeron con rojo Ponceau. Se cortó la membrana en

porciones y cada una fue incubada en un ensayo de Western blot con diluciones

de los sueros preinmune, primer, segundo y tercer sangrado y con el anticuerpo

específico anti-MBP como control para localizar la proteína de fusión. Luego del

agregado del anticuerpo comercial anti- inmunoglobulina de conejo conjugado

con fosfatasa alcalina, se reveló la reacción con BCIP y NBT. Tanto el suero del

tercer sangrado del esquema de inmunización como el anticuerpo anti-MBP

fueron capaces de reconocer las bandas correspondientes a la proteína de fusión

MBP-rep codificada por el clon pMALS. También ambos sueros detectaron

productos de degradación de la proteína recombinante. Asimismo los sueros

revelaron específicamente la banda del producto del gen malE expresado como

proteina de fusión en el clon pMAL8 (ORFZb en orientación antisentido).

Debido a que los conejos fueron inmunizados con la proteína de fusión y a la gran

antigenicidad de la porción malE de la proteína recombinante, fue necesario

verificar la existencia de anticuerpos específicos antireplicasa. Para ello se

expresó el ORFZb en otro sistema comercial de expresión en bacterias que utiliza

el vector pRSET. A partir de este vector y luego de inducir el cultivo con IPTG,

se sintetiza una proteína de fusión con 6 histidinas y un epitope que favorece la

detección de la proteína de fusión con el anticuerpo Anti-Xpress“. El ORFZb se

subclonó en el vector pRSET-A utilizando la enzima de restricción BamHI para
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mantener el marco de lectura adecuado. Se analizó el DNA de las colonias

recombinantes por digestión con BamHI (liberando el inserto de 1900 pb) y con

Sacl para identificar las colonias de la cepa DHSa que portaban el plásmido con

el ORFZb en orientación sentido. Se obtuvo así el clon pRSET-rep y, luego de

verificar que la unión en el nuevo vector fue correcta secuenciando el extremo 5'

del mismo con el oligonucleótido iniciador "3'seq", se transformó la cepa BL21

(conteniendo o no el plásmido pLys). Esta cepa expresa la RNA polimerasa de T7

bajo el control del promotor lacUVS inducible por IPTG. El plásmido pLys

expresa constitutivamente bajos niveles de lisozíma que reduce la expresión basal

de genes recombinantes inhibiendo los niveles basales de RNA polimerasa de T7.

Se realizó la inducción de los diferentes cultivos para evaluar la expresión de la

proteína de fusión resultante y, sorprendentemente, no se observaron bandas

diferenciales en los geles teñidos con azul de Coomassie.

Para corroborar la expresión e identidad de la proteína de fusión obtenida, se

analizó la misma mediante la técnica de Western blot. Para ello, luego de separar

los extractos proteicos totales por SDS-PAGE al 8%; las proteínas se

electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se incubó con un

anticuerpo monoclonal comercial Anti-Xpress“. Se agregó un segundo

anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratón conjugado con fosfatasa alcalina en la

dilución adecuada y se observó la aparición del precipitado luego del revelado de

la reacción con BCIP y NBT. Se identificó así la banda de tamaño esperado (70

kDa) correspondiente a la proteína de fusión del clon pRSET-rep. Nuevamente se

concluye que la proteína recombinante se expresa en las bacterias, pero su

concentración final es baja debido a un bajo nivel de expresión o una elevada

degradación de la proteína madura.

La Figura 12 muestra una fotografia de una membrana de nitrocelulosa en la cual

se electrotransfirieron extractos proteicos provenientes de bacterias de E.coli cepa

DHSOLtransformadas con el clon pMALS, y de la cepa BL21 (o BL21 pLys)

transformada con el clon pRSET-rep y que fue revelada con el suero policlonal

anti-replicasa (tercer sangrado) obtenido en el laboratorio.
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Se verificó la presencia de anticuerpos específicos anti-replicasa en el suero

policlonal obtenido ya que se observa la banda de 70 kDa (también revelada con

el anticuerpo monoclonal comercial Anti-Xpress“) en los clones que portan el

plásmido pRSET-rep mientras que no se observa dicha banda en el clon

transformado con el plásmido pRSET sin inserto utilizado como control.

I II
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Figura 12: Análisis de los sueros policlonales anti-replicasa por Western blot. Se corrieron
extractos proteicos provenientes de bacterias de E Colz':cepa BL21 (pLys) transformada con el
vector pRSET-rep (calles l, 5 y 6); cepa BL21 transformada con el mismo vector (calles 2 y 7) o
tansforrnada con el vector pRSET sin inserto como control negativo (calles 3 y 8) y cepa DHSo.
transformada con el vector pMALS como control positivo (calle 8). Parte de la membrana de
nitrocelulosa fue revelada con el anticuerpo monoclonal comercial Anti-XpressTM(I) y parte de la
misma con el suero policlonal anti-replicasa (tercer sangrado) obtenido en el laboratorio (II). Las
flechas indican la proteína de fusión de tamaño esperado (120 kDa) producida por el vector
pMALS (A) o la proteína de 70 kDa producida por el vector pRSET-rep (B).

4. ENSAYOS DE DESAFÍO VIRAL DE LAS PLANTAS TRANSGÉNICAS

MEDIANTE INJERTOS CON PLANTAS INFECTADAS

Con el objetivo de evaluar la protección conferida a las plantas transgénicas

contra la infección viral, se realizaron microinjertos in-vítro combinando ápices

de planta infectada con el virus de PLRV, con pies de plantas transgénicas

portadoras del gen de la replicasa viral (sin o con el agregado del codón de

iniciación de la traducción, o la versión antisentido del ORFZb). Como control, se

realizaron microinjertos con plantas transgénicas que llevan sólo el gen marcador
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de la selección y con plantas sin transformar. Una vez establecida la

comunicación de los haces vasculares, se pasaron las plantas a maceta.

Posteriormente, se realizaron ensayos de ELISA con extractos provenientes de

hojas (por debajo y encima de realizada la unión) para detectar multiplicación

viral a los 30 y 60 días después de injertadas. El revelado se realizó con un

anticuerpo policlonal de origen comercial que reconoce la cápside de PLRV y está

conjugado con fosfatasa alcalina para permitir su detección directa mediante

DAS-ELISA. Se definió el valor de corte como la media de los valores de las

plantas sin infectar con la adición del equivalente a 2 desvíos estándar para cada

placa de ELISA. En la Tabla l se resumen los resultados de los ensayos

realizados.

Las plantas transgénicas evaluadas obtenidas con el vector pCGNl8 sin inserto

(poseen sólo el gen marcador de la selección) y las plantas sin transformar se

comportaron de acuerdo a lo esperado como sensibles a PLRV en todas las

repeticiones realizadas.

Se evaluaron 22 líneas transgénicas independientes obtenidas con las distintas

construcciones. A 30 días de realizados los injertos, los pies transgénicos

injertados de 6 líneas transgénicas sobre lO líneas evaluadas obtenidas con la

construcción pCGNl8-ATG-rep (CCl, CEI, CF2, CHI, 2CAl y 2CA2), 4 de 8

líneas obtenidas con la construcción pCGNl8-rep (SE2, SF2, SH2 y SG2) y l de

4 líneas obtenidas con la construcción pCGNlS-antirep (ABZ) mostraron valores

de ELISA negativos mientras que los ápices presentaban valores positivos.

Debido a que los ápices injertados provenían de plantas infectadas con el virus de

PLRV y luego de 30 días el virus no pudo movilizarse a los pies injertados, las

líneas transgénicas donantes de estos últimos se consideraron resistentes. Tanto

los pies transgénicos injertados como los ápices de 3 líneas obtenidas con la

construcción pCGNl8-ATG-rep (CBl, CFl y CGI), 2 líneas obtenidas con la

construcción pCGNl8-rep (SEI y SHl) y 2 líneas obtenidas con la construcción

pCGNl8-antirep (ADl y ACl) presentaron valores positivos de ELISA en todas

las repeticiones realizadas definiéndose como líneas sensibles. A los 60 días se

repitieron cualitativamente los valores de ELISA en casi todos los casos. Es

interesante destacar que algunas de las plantas injertadas (CCl, CEl, CHI y

2CAl) mostraron valores de ELISA negativos en los ápices mientras que los

injertos controles de las plantas susceptibles se mantuvieron infectados. Estos
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resultados pueden ser explicados por el fenómeno de silenciamiento sistémico

adquirido (SAS) descripto por Paulauquí y col. (1997). Un caso diferente fue el

observado en las plantas CF2 y SF2 que a los 60 días presentaron tanto el ápice

como el pie infectado en una de las repeticiones mientras que las otras dos

seguían comportándose como resistentes. Estos resultados pueden ser explicados

por el fenómeno de tolerancia a la infección viral. Es posible que los ápices

provenientes de las plantas infectadas presenten cantidades variables de virus y

que dos de las repeticiones hayan recibido una cantidad de virus menor pudiendo

mantener bajos los niveles de multiplicación viral. Resulta necesaria una

evaluación final del grado de resistencia de estas líneas en condiciones naturales

ya que la cantidad de inóculo suele ser mayor en los ensayos de injertos que la

que ocurre naturalmente a campo por transmisión a partir de áfidos infectados

persistentemente.

Cuatro de las líneas tuvieron un comportamiento no reproducible. Una línea

obtenida con la construcción pCGNl8-ATG-rep (CII) se comportó como sensible

en un caso y resistente en las otras 2 repeticiones aunque es de resaltar que con

valores apenas por debajo del valor de corte del ELISA utilizado como criterio de

evaluación. Dos líneas obtenidas con la construcción pCGNlS-rep (SFl y SGl) se

comportaron como resistentes en un caso y sensibles en las otras 2 repeticiones y

una de éstas, a los 60 días se comportó como resistente. Una línea obtenida con la

construcción pCGNl8-antirep (AEl) se comportó como resistente en un caso y

sensible en otras 2 repeticiones, repitiéndose cualitativamente los valores a los 60

días. Si bien se trata de clones de un mismo evento de transformación y uno

espera el mismo resultado en todas las repeticiones realizadas, no hay que

olvidarse que se trata de una infección artificial y que es difícil homogeneizar

todas las condiciones, como por ejemplo, cantidad de inóculo en los ápices

infectados, condiciones fisiológicas de la planta antes y después de realizarse el

injerto, condiciones ambientales, etc.

Como conclusión de estos resultados se puede decir, en forma preliminar, que fue

posible la obtención de plantas transgénicas resistentes a PLRV por expresión del

ORF2b de la replicasa viral. Aparentemente la resistencia es dependiente de la

presencia de la secuencia del RNA y no depende de la expresión de la proteína ya

que con las distintas construcciones (sin o con el agregado del codón de iniciación

90



Resultados

de la traducción, o la versión antísentído del ORF2b) se pudieron obtener plantas

transgénicas resistentes.

Construcciónutilizada Nombredela Númerode ELISA ápices/ELIS A pies Fenotipo
en la transformación de línea injertos

plantas 30 dpi 60dpi

- Ken 6 +/+ +/+ S

pCGN 18 VA l 4 +/+ +/+ S

pCGN l8-ATG-rep CC l * 3 +/- -/- R (SAS)

pCGN | 8-ATG-rep CE l * 3 +/- -/- R (SAS)

pCGN l 8-ATG-rep CH l * 3 +/- -/- R (SAS)

pCGN 18-ATG-rep 2CA l * 3 +/- -/- R (SAS)

pCGNl8-ATG-rep 2m 3 +/- +/- R

pCGNlS-ATG-rep CF2* 3 +/- +/-, +/-, +/+ R (tolerancia)

pCGN l8-ATG-rep CB l 3 +/+ +/+ S

pCGN l8-ATG-rep CF l 3 +/+ +/+ S

pCGN18-ATG-rep E 3 +/+ +/+ S

pCGN l 8-rep SEZ 3 +/- +/- R

pCGN l 8-rep SGZ 3 +/- +/- R

pCGN 18-rep SH2* 3 +/- +/- R

pCGNlS-rep w 3 +/- +/-, +/-, +/+ R (tolerancia)

pCGN 18-rep SE l 3 +/+ +/+ S

pCGN 18-rep SH l 3 +/+ +/+ S

pCGN l 8-antirep ABZ" 3 +/- +/- R

pCGN l 8-antirep ACl 3 +/+ +/+ S

pCGN l 8-antirep AD l 3 +/+ +/+ S

Tabla l: Ensayos de desafio viral de las plantas transgénicas mediante injertos con plantas infectadas. Se
injertaron los ápices de plantas no transgénicas infectadas sobre pies de plantas transgénicas decapitadas. A
los 30 y 60 días post-injerto se evaluó la infección de PLRV por ELISA de hojas provenientes de los ápices y
pies de cada injerto. Se definió el valor de cone como la media de los valores de las plantas sin infectar con
la adición del equivalente a 2 desvíos estándar para cada placa de ELISA. +/+: ápice infectado y pie
transgénico infectado, +/-: ápice infectado y pie transgénico sin infectar, -/-: ápice y pie transgénico sin
infectar, R: resistente, S: sensible, SAS: silenciamiento sistémico adquirido
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5. ANALISIS DEL MECANISMO MOLECULAR INVOLUCRADO EN LA

PROTECCIÓN CONTRA PLRV

5.1 Evaluación del número de copias de transgén

Los resultados obtenidos en los ensayos de Northern blot, RT-PCR y ensayos de

desafio viral sugieren que la resistencia está mediada por el fenómeno de

silenciamiento de genes. Dicho fenómeno es disparado usualmente por secuencias

duplicadas en cís (local) o en trans (ectópica). La interacción de las duplicaciones

pueden ocurrir a nivel de DNA y/o RNA, clasificando al mecanismo de

silenciamiento como transcripcional o post-transcripcional (Matzke y col., 1994).

Para analizar el número de copias integradas al genoma vegetal en cada evento de

transformación, se extrajo el DNA genómico de las distintas líneas transgénícas y

se realizó la digestión durante toda la noche con la enzima de restricción HindIII.

Los fragmentos obtenidos se separaron mediante electroforesis en geles de

agarosa y se trasfirieron a una membrana de nylon por Southern blot. La sonda

utilizada en la hibridación fue un producto de digestión obtenido con las enzimas

BamHI y HindIlI que comprende la zona 3’del ORF2b, purificado por

electroforesis en gel de agarosa y marcado radiactivamente. La Figura 13 muestra

un esquema del cassette del vector pCGNl8-rep que se transfiere a las plantas,

ubicando los sitios de restricción y la sonda utilizada. También muestra la

autoradiografía que confirmó la presencia de pocas copias del transgén, las cuales

fueron de entre l a 3 copias por evento analizado.

Las plantas CCI, CEl, CF2, SFl y SGl presentan una única copia del transgén

(aclaración: si bien la probabilidad es baja, podría tratarse de más de una copia si,

por azar, las mismas están ubicadas en sitios de inserción que generen un

fragmento de tamaño semejante tras la digestión). La planta CHl presenta dos (o

más) copias y las plantas CIl y SH2 al menos tres.

Las plantas CCI, CEI, CF2 (lcopia), CHI (2 copias) y SH2 (3 copias) se

comportaron como resistentes a la multiplicación viral en los ensayos de injertos

(ver Tabla 1). Por lo tanto, a partir de estos resultados se puede concluir que no

existe correlación entre el número de copias del transgén presente en las plantas

transgénicas y la resistencia observada en las mismas en los ensayos de injertos.
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Figura 13: A) Esquema de la construcción utilizada para la transferencia y expresión del
ORF2b en plantas. B: sitio de restricción BamHI (flechas rojas). H: sitio de restricción III
(flechas negras). I: sonda que comprende el fi'agmento de restricción I-IindIII-BamI-IIdel ORF2b
utilizada en (B). II: sonda utilizada como control en (C). B) Análisis por Southern blot del
número de copias de n‘ansgén. Calles 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, Il y 12: DNA genómico digerido con
la enzima de restricción Hind III de las líneas CCI, CEI, CF2, CHI, CIl, SFl, SGI, SH2, AB2 y
ACl respectivamente. Calle l: DNA genómico de la línea VA] digerido con la enzima de
restricción HindIII (control negativo). Calle 2: DNA genórnico de la línea CCI digerido con la
enzima de restricción BamHI. Calle 13: marcador de tamaño molecular 1 Kb. C) Membrana
utilizada en B) hibridada con una sonda que comprende el fiagmento de restricción BamHI­
HindJII del ORF2b (II) revelando las bandas esperadas de apróximadamente 1900 pb (calle 2) y
2400 pb (calles 3 a 10).

5.2 Ensayo de detección de metilación del transgén

Se propone que el silenciamiento de genes post-transcripcional es consecuen­
cia de la formación de moléculas de RNA aberrantes (en forma cualitativa o
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cuantitativa) y que rara vez se acompaña de metilación del DNA, mientras que el

silenciamiento transcripcional está estrictamente correlacionado con

hiperrnetilación del DNA y con alteraciones en la estructura de la cromatína en el

loci silenciado (Meyer y col., 1996). Para establecer si la resistencia observada

está asociada al grado de metilación de las copias del transgén, se decidió analizar

este fenómeno en las distintas líneas transgénicas. En los genomas de plantas

puede ocurrir metilación en las secuencias CG o CNG y la enzima Sau3A permite

detectar este tipo de metilación, dado que cuando dichas secuencias se encuentran

yuxtapuestas al sitio de restricción reconocido por ella y se encuentran metiladas,

la misma no es capaz de digerir el DNA. En cambio, la enzima MboI (que

reconoce la misma secuencia que Sau3A) es insensible a esta modificación del

DNA. En la secuencia del ORF2b existen 8 sitios de restricción reconocidos por

las enzimas Sau3A/Mbol pero sólo 4 de ellos son susceptibles a metilación. El

DNA genómico de las plantas transgénicas fue extraído, digerido durante 16 hs

con las enzimas de restricción Sau3A o MboI y transferido a una membrana de

nylon luego de separar los fragmentos de restricción de acuerdo a su tamaño en

electroforesis en gel de agarosa junto al marcador de peso molecular l kb como

control de tamaño molecular. La sonda utilizada en la hibridación fue un producto

de digestión con la enzima Baml-ll del ORF2b, purificado por electroforesis en gel

y marcado radiactivamente por la técnica de iniciación al azar en presencia de

anP-dCTP. La Figura 14 muestra un esquema del ORFZb señalando los sitios

susceptibles de metilación y las autoradiografias correspondientes al estado de

metilación de las c0pias de transgén.

Las autoradiografias confirmaron la presencia de una banda de 964 pb en las

calles correspondientes a los DNAs de las plantas SFl, SGl, SH2 y ABZ que

fueron digeridos con la enzima Sau3A mientras que en el caso en que fueron

digeridos con MboI se observaron las bandas de 640 pb, 404 pb, 334 pb y 226 pb

correspondientes a una restricción total del transgén. La banda de 964 pb

corresponde al tamaño esperado si se encontraran metilados los sitios susceptibles

de la posición 226 y 560 del transgén. No se observaron patrones diferenciales de

metilación en las calles correspondientes a los DNAs digeridos de las plantas

CBl, CCl, CEl, CFl, CF2, CHI, CIl, ACl y ADl.
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Figura 14: A) Esquema del ORFZb. Las flechas verticales (negras) indican los sitios de
restricción MboI/Sau3A y los asteriscos indican los sitios susceptibles a ser metilados. S: sonda
utilizada en el análisis de Southern blot. B) Ensayo de detección de metilacíón del transgén por
Southern blot. Se corrió mediante electroforesis en gel de agarosa el DNA genómico de las plantas
transgénicas (CBl, CCI, CFl, CF2, CHI, CIl, SFl, SGI, SH2, AB2, ACl y ADl) digerido con
las enzimas de restricción Sau3A (calles impares) o MboI (calles pares) y se transfirió a una
membrana de nylon. Calle 1: marcador de tamaño molecular l kb. Las flechas indican las bandas
de 641, 404, 334 y 226 pb correspondientes a los tamaños esperados en el caso de no encontrarse
metilado el transgén y la banda de 964 pb correspondiente al estado metilado del mismo.
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Para corroborar los resultados de metilación obtenidos por Southern blot se

realizó un ensayo de PCR sobre la mezcla de reacción de restricción, en el cual se

intentó amplificar un fragmento que contenía dos sitios susceptibles de

metilación. Para ello se utilizaron los oligonucleótidos específicos "5'rep2" y

"3'rep6" como iniciadores 5' y 3' respectivamente capaces de originar un

fragmento de amplificación de 623 pb. Si los sitios susceptibles de metilación se

encontraran metilados la enzima Sau3A no podría reconocerlos y no podría

digerir el DNA, por lo tanto se observaría en geles de agarosa una banda de

amplificación luego de la reacción de PCR. Por el contrario si estos sitios no se

encontraran metilados el DNA podría digerirse por acción de la enzima y no sería

posible la amplificación del fragmento específico en la reacción de PCR. Este

último resultado ocurriría para todos los casos en que se utilizara como templado

para la reacción de PCR el DNA digerido con la enzima MboI ya que ésta es

insensible a la metilación de la secuencia específica. Como control positivo de la

reacción de PCR se utilizó una cantidad proporcional de DNA sin cortar y como

control negativo se realizó la mezcla de reacción sin el agregado de templado.

Para corroborar la ausencia de inhibidores en la mezcla de reacción de restricción,

se realizó otra reacción de PCR en las mismas condiciones pero utilizando los

oligonucleótidos iniciadores específicos "5'rep4" y "3'rep5" capaces de originar

un fragmento de amplificación de 593 pb que no contiene sitios susceptibles de

metilación. En congruencia con los resultados obtenidos por Southern blot, las

reacciones de PCR realizadas utilizando como templado DNA de las plantas CEI,

CF l, CF2 y CHI digerido con las enzimas MboI o Sau3A no muestran la banda

de 623 pb lo que confirma el estado no metilado de las copias de transgén en estas

plantas. En todos los casos se observó la banda específica de 593 pb indicando la

falta de inhibidores en las mezclas de reacción y los resultados de los controles

positivos y negativos fueron los esperados.

La Figura lS muestra los resultados de PCR obtenidos para confirmar el estado de

metilación de las copias del transgén y el esquema del ORF2b con la ubicación

relativa de los iniciadores específicos utilizados.
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Figura 15: A) Esquema del ORF2b. Las flechas verticales (negras) indican los sitios de
restricción MboI/Sau3A y los asteriscos indican los sitios susceptibles a ser metilados. B) Ensayo
de detección de metilación del transgén por el método de PCR. Calles 1, 6, 11 y 16: Reacción de
PCR utilizando como templado DNA genómico sin digerir de las plantas CE], CFl, CF2 y CHI
respectivamente y los iniciadores especificos "S’rep2" y "3'rep6" (flechas horizontales azules, I,
del esquema A). Calles 2, 7, 12 y 17: Idem anterior pero utilizando como templado DNA
genómico digerido con la enzima MboI. Calles 3, 8, 13 y 18: Idem anterior pero utilizando DNA
genómico digerido con la enzima Sau3A como templado. Calle 21: control negativo de la
reacción sin el agregado de templado. Calles 4, 9, 14 y 19: Reacción de PCR utilizando como
templado DNA genómico digerido con la enzima Mbol de las plantas CEI, CF1, CF2 y CH]
respectivamente y los iniciadores especificos utilizados como control "5’rep4" y "3'rep5" (flechas
horizontales verdes, Il, del esquema A). Calles 5, 10, 15 y 20: Idem anterior pero utilizando como
templado DNA genómico digerido con la enzima Sau3A. Calle 23: control negativo de la
reacción sin el agregado de templado. Calle 24: control positivo de la reacción utilizando como
templado DNA genómico de planta sin digerir. Calle 22: marcador de tamaño molecular l Kb.

A partir de los resultados de metilación obtenidos por Southern blot y PCR se

puede concluir que no existe correlación entre el grado de metilación de las copias

del transgén y la resistencia observada en los ensayos de injertos. Las plantas CCl,

CEI, CF2 y CHl se comportaron como resistentes mientras que las plantas CBl y

CFl se comportaron como sensibles y ninguna de ellas posee copias del
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transgén metiladas. Las plantas SH2 y AB2 se comportaron como resistentes en

los ensayos de injertos y ambas presentan copias del transgén metiladas.

Tampoco se encontró correlación entre el número de copias del transgén y el

estado de metilación del mismo. Las plantas CC 1, CEl y CF2 poseen una sola

copia del transgén, CHI posee dos copias y CIl posee tres copias, sin embargo

ninguna de las plantas presenta copias del transgén metiladas. Las plantas SFl y

SH2 tienen una y tres copias del transgén respectivamente y ambas plantas

presentan la banda correspondiente al estado metilado del mismo (Tabla 2).

Construcción utilizada en Nombre de la Fenotipo Número de copias Estado de metilación
la transformación de línea del transgén de las copias del

plantas transgén

pCGN l8-ATG-rep CCl R (SAS) l NM

pCGN l8-ATG-rep CEl R (SAS) l NM

pCGN l 8-ATG-rep CF2 R (tolerancia) l NM

pCGN l8-ATG-rep CH l R (SAS) 2 NM

pCGN l8-ATG-rep CB l S ND NM

pCGN l 8-ATG-rep CF l S ND NM

pCGN l 8-ATG-rep CIl S? 3 NM

pCGN 18-rep SH2 R 3

pCGN l 8-rep SFl Recuperación ? l

pCGN18-rep SG l Recuperación? l

pCGN l8-antirep ABZ R ND

pCGN l8-antirep AC l S ND NM

pCGN 18-antirep AD l S ND NM

Tabla 2: Asociación entre la resistencia observada en los ensayos de injertos de las distintas
líneas transgénicas, el número de copias y el estado de metilación del transgén presentes en las
mismas. R: resistente, S: sensible, SAS: silenciamiento sistémico adquirido, ND: no determinado,
NM: no metilado, M metilado.
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5.3 Bombardeo de hojas de líneas transgénicas con microproyectiles

conteniendo construcciones recombinantes GUS-REP

Los resultados obtenidos hasta el momento pueden ser explicados por el

mecanismo de silenciamiento post-transcripcional en el cual se produce una

degradación específica del mRNA del transgén y del RNA viral. La estrategia

seguida para evidenciarlo en forma directa en las plantas transgénicas implicó la

transformación en forma transitoria con construcciones quiméricas conteniendo

el gen indicador GUS fusionado al ORF 2b. Es de esperar que un silenciamiento

post-transcripcional de genes dirigido contra el RNA del ORF 2b suprima los

RNAs de las quimeras y por lo tanto el nivel de la expresión del gen reportero se

reduzca. Para ello el gen de la B-glucuronidasa fue amplificado por PCR

utilizando los iniciadores "up-gus" y "low-gus". El primero contiene un sitio Ncol

para su posterior clonado en el vector RTL202 y en el segundo oligonucleótido se

eliminó el codón de terminación de la traducción del gen y se agregó un sitio

BamHI en fase con el último codón del mismo para subclonar el ORF2b y obtener

las proteínas de fusión. El producto de amplificación fue clonado en los sitios

Ncol y BamHI del vector RTL202 quedando bajo el promotor doble 358, el

enhancer traduccional de TEV y el tenninador t-nos, obteniéndose el vector

RTLgus. A partir del vector pCGNl8-rep se obtuvo el ORFZb por digestión con

la enzima de restricción BamHI y el mismo fue subclonado en el vector RTLgus

digerido con la misma enzima. Se obtuvieron así los clones RTLgus-rep y

RTLgus-antirep que poseen el ORFZb en orientación sentido y antisentido

respectivamente. Con las 3 construcciones obtenidas se transformaron hojas de

plantas transgénicas y hojas de plantas no transformadas como control por el

método biolístico según se describe en el punto 21 de Materiales y Métodos. A las

48 hs se realizó la tinción de las mismas para revelar actividad del gen codificante

para la B-glucuronidasa.

Las 3 construcciones fueron capaces de transformar en forma transitoria las hojas

bombardeadas de plantas de papa cv Kennebec control (sin transformar). Para el

caso en que se bombardeó con la construcción RTLgus-rep se observó una clara

disminución en la cantidad de puntos azules (en promedio 67 puntos azules) en

comparación con la expresión observada en los bombardeos con la construcción

RTLgus-antirep (en promedio 98 puntos azules) y con la construcción RTL-gus
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control (en promedio 215 puntos azules). Esta disminución en la expresión del

gen de la B-glucuronidasa es esperable ya que la construcción RTLgus-rep genera

una proteína de fusión que agrega 616 aminoácidos a la proteína original.

No se encontraron diferencias significativas en la cantidad de puntos azules

observados en las hojas de las plantas transgénicas (sensibles, resistentes o

transgénicas para el vector solo) o plantas sin transformar (control) bombardeadas

con las construcciones RTLgus (control) o RTLgus-antirep. Sin embargo hubo

una marcada reducción en el nivel de la expresión del gen reportero (P<0,05) en

las hojas de las plantas CEI y ABZ (plantas resistentes) bombardeadas con la

construcción RTLgus-rep en comparación a lo observado en las hojas de las

plantas VAl, CFl, AE] (plantas sensibles) y en las hojas de plantas de papa cv

Kennebec control. En las hojas de las plantas SEl y SH2 (sensible y resistente

respectivamente) se observó una disminución en la cantidad de puntos azules

aunque menos significativa que en los casos anteriormente mencionados.

Los resultados obtenidos en estos ensayos sugieren que la resistencia a la

multiplicación viral de PLRV observada en los ensayos de injertos puede deberse

a la degradación específica del RNA viral (y del mRNA del transgén) debido al

fenómeno de silenciamiento post-transcripcional producido en las plantas

transgénicas.

En la Figura 16 se muestra un esquema de las construcciones y un gráfico que

resume los resultados obtenidos en los ensayos de bombardeo realizados.

5.4 Infección de plantas transgénicas con trascríptos PVX-REP

recombinantes

Con el objetivo de diseñar un método de detección de resistencia más rápido y

eficiente para evaluar las plantas transgénicas, se construyó un virus PVX

quimérico conteniendo la secuencia del gen de la replicasa de PLRV

(modificando el método utilizado previamente por Marano y col., 1998). La

inoculación con este PVX quimérico constituyó también un intento de elucidar el

posible mecanismo de resistencia en las plantas transgénicas que expresan la

replicasa viral. Un mecanismo de resistencia dirigido contra proteínas requeridas

para la replicación
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