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RESUMEN

Durante la primera etapa del presente trabajo, se transformaron Nicotiana tabacum
con el gen ORF3 que codifica la proteina p12 de PVX, con el fin de estudiar los efectos
que provoca la expresién de esta protefna viral en la interaccién planta-virus. A pesar
de que las plantas transgénicas mostraron un aspecto normal, observaciones hechas
con el microscopio revelaron la presencia de alteraciones en sus hojas. Al infectar
estas plantas con PVX, se observé en sus hojas la apariciéon de sintomas atipicos y el
desarrollo de resistencia al virus. Los sintomas consistian en la formacién de anillos
amarillos concéntricos rodeados de tejido necrosado. Ademas, los mismos eran
acompafados de cambios bioquimicos asociados a la respuesta hipersensible (HR), y
no se formaban en plantas transgénicas sanas ni en plantas no transgénicas
infectadas con PVX. No se observé una resistencia similar cuando las plantas p12 se
inocularon con TMV o PVY, lo que sugindé la existencia de un mecanismo de
resistencia especifica contra PVX. A pesar de la apancion de sintomas de tipo HR, no
se observé la induccién de una respuesta SAR en plantas p12 infectadas con PVX.
Tampoco, se encontraron evidencias que indiquen la presencia de resistencia mediada
por RNA.

Durante la segunda etapa del trabajo, se analizaron plantas transgénicas previamente
transformadas con el gen ORF2 que codifica la proteina p24 de PVX, con el fin de
estudiar las alteraciones fisiolégicas provocadas por la expresién de la misma. Estas
plantas mostraron una apariercia clorética y un marcado enanismo. A pesar de poseer
hojas mas pequefas, distancias intemodales mas cortas y reduccién del tamafio en
todos sus érganos, las plantas p24 poseian una relacién de los tamaiios tallo/raiz
normal. Ademas, el tamafio de meristema radicular resulté mas pequeiio que el de las
plantas control. Otros analisis revelaron que la tasa fotosintética estaba disminuida en
las plantas p24 y que los niveles de aimidén, tanto en las hojas como en las raices, se
encontraban reducidos. Ademas, las hojas mostraron un alto contenido de nitrato y
una considerable acumulacion de transcriptos de proteinas PR. Varias lineas de
evidencia sugieren que el fenotipo enano de las plantas p24 serfa una consecuencia
directa de la actividad de la proteina p24, y no un efecto indirecto de la disminucién de
la fotosintesis o de los cambios metabélicos.



ABSTRACT

In the first part of the present work, Nicotiana tabacum were transformed with the PVX
ORF3 gene coding for the p12 protein, with the aim of studying the effects provoked by
its overexpression. Although the transgenic plants exhibited a normal morphological
aspect, microscopic examination revealed extensive alterations in leaf tissue structure.
After challenging with PVX, the transgenic plants showed resistance to PVX infection
and formation of leaf symptoms consisting of concentric rings encircled by necrotic
borders. These novel symptoms were accompanied by biochemical changes normally
associated with the Hypersensitive Response (HR) and were absent in non-infected
transgenic plants or in PVX-infected non-transgenic plants. No equivalent virus
resistance was observed after inoculation with TMV or PVY, suggesting the presence
of a specific resistance mechanism in p12 plants. Despite the development of HR-like
symptoms, SAR was not induced in PVX-infected p12 transgenic plants. No evidence
of an RNA-mediated resistance mechanism was found.

During the second part of this work, transgenic N. tabacum plants previously
transformed with the PVX ORF2 gene coding the p24 movement protein were further
analyzed with the aim of studying the physiological alterations provoked by viral MP.
These plants exhibit a slightly chiorotic appearance and a pronounced stunted
phenotype. Although p24 plants have smaller leaves, shorter internodes and reduced
organs, their shoot to root ratio remained similar to that of control plants. Moreover,
root meristems were smaller in p24 plants than in control plants. Further analyses of
transgenic plants showed considerable reductions in photosynthetic rates and lower
starch levels in both leaves and roots. In addition, p24 leaves showed higher nitrate
levels and a significant accumulation of PRs transcripts. Different lines of evidence
suggest that the stunted phenotype observed in p24 plants is a direct consequence of
p24 activity and not an indirect effect derived from diminished photosynthesis or other
metabolic changes.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Infeccion viral en plantas

1.1. Infeccién viral

Para que una infeccion viral se desarrolle exitosamente deben ocurrir las siguientes
cuatro etapas en forma sucesiva: a) ingreso del virus en la célula vegetal, b)
replicacion del genoma viral, ¢) transporte viral de una célula a la otra hasta alcanzar el
sistema vascular de la planta y, d) transporte sistémico o de larga distancia a través de
los vasos y conductos floematicos para permitir la invasion y el inicio de un nuevo ciclo
infectivo en otros tejidos. Las cuatro etapas son fundamentales y necesanas para el
desarrollo exitoso de la patogénesis, pero se cree que la mas critica es la movilizacién
viral. Por ejemplo, se ha visto que ciertos virus, a pesar de tener la capacidad de
replicarse en ciertas células, no pueden infectar determinados hospedadores debido a
su incapacidad para movilizarse.

Numerosas evidencias seflalan la participacién de factores celulares en las distintas
etapas del ciclo infectivo. Debido al reducido tamario de los genomas de la mayoria de
los virus vegetales (aproximadamente entre 5 a 10 kb), los mismos no contienen todos
los genes necesarios para desarrollar el ciclo infectivo y expresar la patogenia. Por
ello, como sucede comunmente en este tipo de interacciones, los virus utilizan parte
de la maquinaria bioquimica presente en la célula vegetal para multiplicarse en la
misma. En los altimos tiempos, se descubrieron proteinas virales cuya funcién esta
regulada por distintos procesos celulares, tales como las modificaciones post-
traduccionales, la distribucién subcelular y los sistemas de degradacién proteica. En el
caso de una infeccién productiva, esta adaptaciéon por parte del virus al ambiente
intracelular del hospedador es definida, en términos de la fitopatologia clasica, como
compatibilidad genética. Debido a la diversidad de ambientes intracelulares que
existen entre individuos de la misma especie, y aun, dentro de un mismo individuo, es
explicable la existencia de virus que pueden infectar sélo a un determinado tipo de
tejidos, o de virus que pueden infectar exclusivamente a un cierto grupo o género de
plantas. Si el hospedador no aporta los requerimientos necesarios para sustentar el
ciclo biolégico de un patégeno particular, no habra infeccion. Por ejemplo, si la



proteina de capside de un determinado virus requiere de una etapa de fosforilacion
para liberarse del acido nucleico viral y permitir su posterior replicacién, y la célula
infectada no expresa una kinasa capaz de reconocer a ésta proteina y fosforilarla, no
se producira la infeccién. En términos de la fitopatologia cldsica, esta interaccién
planta-patégeno se define como incompatible.

1.2. Movilizacion viral

Los mecanismos involucrados en el proceso de la movilizacién viral han comenzado a
dilucidarse hace aproximadamente dos décadas, pero todavia no se conocen en
detalle. Para que un virus pueda movilizarse de una célula a otra (en forma de virién o
de complejo riboproteico) debe atravesar los canales intercelulares conformados por
los plasmodesmos. Para ello, los virus vegetales hacen uso de proteinas de
movilizacién codificadas por ellos mismos (Deom et a/., 1992). Un nimero creciente de
evidencias indican la presencia de interacciones entre las proteinas de movilizacién
con otras protelnas virales y del hospedador, ya sean citoplasmaticas o componentes
de los plasmodesmos (Lucas y Gilbertson, 1994, Lazarowicz y Beachy, 1999). En
particular, la interaccién virus-plasmodesmo provee un modelo interesante para el
estudio de las complejas interacciones entre la planta y el patégeno.

El estudio de la movilizacién viral es de gran interés tanto para la fitopatologia como
para la biologia vegetal. El hecho de que los virus de plantas se movilicen en un
tiempo muy corto desde la entrada a la célula, y la velocidad con que lo hacen, indica
que los mismos utilizan canales de transporte preexistentes en las plantas. En caso
contrano, el virus deberfa producir todos los elementos involucrados en el transporte,
lo que le demandaria codificar en su genoma los genes encargados del proceso. Por
otro lado, la expresion de estos genes llevaria un tiempo considerable que podria
resultar incompatible con los tiempos de una infeccién. A partir estos datos y de las
nuevas evidencias obtenidas en los estudios de movilizacién de virus y viroides (ver
mas adelante), se ha consolidado la idea de que los virus de plantas adquirieron la
capacidad de movilizarse a partir de la utilizacién de los sistemas de transporte célula
a célula y de larga distancia propios de las plantas (Xenocotle-Cazares et al., 1999;
Oparka et al., 1999). Los virus de RNA podrian haber incorporado durante su co-
evolucién con las plantas, secuencias parciales o totales de mRNA correspondientes a
las subunidades de los plasmodesmos o a componentes del huésped que intervengan
en el trafico de macromoléculas (Lucas y Wolf, 1993), adquiriendo de esta manera una
ventaja selectiva. El gran nimero de genes de la planta que probablemente estén



involucrados en el trafico a través de los plasmodesmos, y la extensa divergencia
evolutiva a partir de esos ancestros comunes, podrian explicar la falta de similitud
aparente entre las distintas MPs virales

Una de los primeros interrogantes en relacién con la movilizacion viral se referia a los
mecanismos por los que los virus lograban pasar de una célula a otra atravesando la
pared celular. Una respuesta aparentemente obvia fue que el virus se desplazaba por
los plasmodesmos. Sin embargo, el diametro del poro de los mismos no era lo
suficientemente grande para permitir el pasaje del virion y/o del acido nucleico viral.
Ademds, hoy se sabe que el plasmodesmo dista de ser un simple canal
citoplasmatico, y que se trata de una estructura compleja compuesta por membranas y
proteinas (muchas de ellas aun desconocidas) distribuidas en distintos dominios. La
comprensiéon del mecanismo de movilizacion viral ha sido y continua siendo un desafio
dificil de responder para muchos investigadores.

Las primeras evidencias sobre proteinas virales involucradas en el proceso de
movilizacién se obtuvieron a partir de estudios realizados con la proteina p30 de TMV
(Deom et al., 1987, Wolf et al., 1989, Citovsky, et al., 1990, Ding et al., 1992). Esta
proteina, la primera caracterizada como una MP, es capaz de dilatar el poro de los
plasmodesmos cuando se la expresa transitoriamente en células del mesdfilo
(mediante microinyeccién o biolistica) o en plantas transgénicas. Ademas, se
determiné que esta MP se une al acido nucleico viral y es responsable de su
transporte de una célula a otra. Desde entonces, se han identificado y estudiado las
MPs de diferentes virus con resultados similares. La aplicacién de diversas técnicas de
estudio permitié proponer una serie modelos para explicar el proceso de movilizacién
viral dentro de la planta (Fig.1; Lucas y Gilbertson, 1994, Carrington et al., 1996).
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Figura 1. Dos modelos para explicar el transporte célula a célula del RNA viral (vVRNA). Se cree que
mecanismos similares operan en el transporte de proteinas y RNAs endégenos en plantas sanas. En
ambos casos, es importante un primer paso de desnaturalizacion del vVRNA. En el Modelo 1, la MP se
une al vRNA y el complejo MP-vRNA se moviliza a través del plasmodesmo. En el modelo 2, se
postula la participacion de proteinas endégenas de planta (BP) junto con la MP viral. La BP y la MP
conforman junto con el VRNA un complejo riboproteico que se desplaza por el plasmodesmo,
probablemente unido a un receptor citosoélico (Re). Se postula la existencia de una proteina de anclaje
(D) asociada al poro que estaria implicada en la dilatacién del mismo, y/o en la desnaturalizacion del
VRNA. llustracion tomada de Biochemistry and Molecular Biology of Plants, ASPB (2000).

De acuerdo con el modelo de movilizacion mas aceptado para TMV, la MP actuaria
como una chaperona, que se une al acido nucleico viral para dirigirlo hacia los
plasmodesmos, guiandose para ello por elementos del citoesqueleto. Una vez
alcanzados los plasmodesmos, la MP incrementaria el diametro de los mismos para
facilitar el pasaje del complejo hacia las células vecinas (McLean et al., 1997, Heinelen
et al., 1995). En apoyo de este modelo, se ha detectado la presencia de MPs en los
canales plasmodesmales de células infectadas en plantas de tabaco (Ding et al.,
1992a; Moore et al., 1992). Mas recientemente, se determiné la participacion del
reticulo endoplasmatico (ER) en la movilizacion viral. El llamado ER cortical
interactuaria directamente con varias organelas, proteinas de citoesqueleto y
componentes de membranas plasmaticas y pared celular (Staehelin, 1997). La posible
participacion del ER cortical durante la movilizacién viral se vincula con su asociacion
a las actinas y los desmotibulos que conforman la estructura central de los
plasmodesmos (Ding et al. 1992). Ademas, se ha demostrado que existe una




asociacion especifica entre la MP de TMV y el ER cortical durante el curso de la
infeccién (Reichel y Beachy, 1998). Por otra parte, en estudios in vitro realizados con
proteinas de fusién entre GFP y proteinas del bloque triple de los Hordeivirus y
Potexvirus, se demostr6 que las proteinas TGB2 (ver mas adelante) tienen una
estrecha asociacion con el ER en células de la epidermis (Solovyev et al. 2000). Se ha
planteado la posibilidad de que los procesos de replicacion y movilizacién viral estén
acoplados mediante el ER, el que servirla como un carril entre las membranas
asociadas al complejo de replicacion y los plasmodesmos (Lazarowicz y Beachy,
1999; Huang y Zhang 1999; Reichel et al., 1999).

En 2000 se aislé una proteina de ia pared celular que se asocia especificamente con
la MP de TMV y es necesaria para la movilizacién viral (Chen et al., 2000; Dorokhov,
et al., 1999). Esa proteina, que actuarfa como un receptor de la MP, es una pectina
metilesterasa que se localiza en las paredes celulares y en los plasmodesmos. Los
trabajos citados sugieren que la interaccién entre la MP y esta enzima permite dirigir a
la MP hacia los plasmodesmos. Altemativamente, esta interaccién podria interferir con
la actividad enzimatica. Normalmente, la pectina metilesterasa interviene en el
reciclaje de los componentes de la pared celular y en la regulacién de la porosidad de
la misma a través de la modulacién del pH y del balance idnico (Naim et al., 1998). Por
ende, los cambios en su actividad podrian resultar en alteraciones en la permeabilidad
de los plasmodesmos.

Ademas del modelo “tipo tobamovirus™ que utilizan el mecanismo descripto arriba, se
conoce otro tipo de mecanismo de movilizacién viral de “tipo comovirus”, caracterizado
por la formacién de tubulos que atraviesan la pared celular. Entre los virus que utilizan
este mecanismo, se incluyen los comovirus, caulimovirus, nepovirus y tospovirus. El
transporte viral involucra la formacién de tubulos conformados por MPs que atraviesan
los plasmodesmos y que contienen particulas virales en su intenor.

1.3. Protelnas de movilizacién

Generalmente se definen como proteinas de movilizacién virales a aquellas que son
capaces de interactuar con los elementos de los plasmodesmos, modificar su
estructura dilatando el diametro de su poro, asociarse con el RNA viral y/o virion, y
atravesar los poros para pasar de una célula a la otra. Al principio, las MPs fueron
identificadas mediante estudios de mutagénesis dirigida de genomas de virus
vegetales (Meshi et al,, 1987). Una demostracion clara y elegante de las funciones de



la MP de TMV se realiz6 mediante la obtencién de plantas transgénicas. Estas plantas,
que expresaban constitutivamente la proteina p30, presentaban una dilatacién
constitutiva de sus plasmodesmos, 10 que permitia la difusién pasiva de marcadores
de alto peso molecular (Dextrano-FITC) entre células adyacentes (Wolf et al., 1989).
Se han realizado también mutagénesis dirigida en las MPs de varios virus para tratar
de identificar sus dominios funcionales. Los efectos inducidos por MPs mutadas se
estudiaron mediante dos métodos principales: a) el gen mutado se introdujo en plantas
transgénicas para estudiar su capacidad de complementar un virus mutante defectivo
en transporte; b) el gen mutado se introdujo en un clon infectivo de cDNA del virus en
reemplazo del gen nativo. En el caso de la MP de TMV, sélo fue posible deletar hasta
55 aminoacidos del extremo C-terminal sin que perdiera su funcién (Bema et al.,
1991). En el caso de AIMV, mediante mutagénesis de la MP se pudo identificar un
dominio necesario para la asociacién de esta proteina con las paredes celulares de las
plantas transgénicas (Emy et al., 1992). En el caso de las proteinas TGB2 de WCIMV
y PVX, cambios de secuencias en el dominio hidrofilico central de las proteinas las
convierten en mutantes dominantes negativas (Beck et al., 1994; Seppanen et al.,
1997).

En algunos grupos virales, ademas de la MP, la CP viral resulta indispensable para la
movilizacién. Por ejemplo, en el caso de los Potexvirus, la CP viral también posee la
propiedad de localizase en los plasmodesmos y de asociarse con el gRNA para
atravesar los mismos como un complejo de RNA y proteinas (Lough et al., 2000). A
pesar de reunir casi todas las propiedades de una MP, la CP de Potexvirus no es
considerada como tal debido a que no es capaz de dilatar el poro del plasmodesmo
(Oparka, et al., 1997), lo que se considera una propiedad distintiva de las MPs.

En afios recientes, se descubrieron proteinas endégenas de plantas que reunian todas
las propiedades de la MPs. Entre estas proteinas pueden mencionarse a los factores
de transcripcion Knotted-1 de maiz y LEAFY de Arabidopsis, la proteina CmPP36 de
calabaza y la tiorredoxina h de arroz (Lucas et al, 1995, Sessions et al., 2000,
Xoconostle-Cazares et al., 1999, 2000, Ishiwatari et al, 1998). Ademas, se
identificaron decenas de proteinas endégenas en la savia floematica muchas de las
cuales tenian la capacidad de dilatar los poros de los plasmodesmos y de movilizarse
de célula a célula (Ruiz-Medrano et al., 1999). Estas evidencias sugieren que los virus
vegetales han adquirido sus funciones de movilizacion a partir de genes endégenos
del hospedante. En favor de dicha hip6tesis, se encontré una proteina endégena en el
exudado del floema de calabaza que era reconocida por un antisuero especifico contra



la MP del RCNMV. Dicha proteina se comportaba de manera muy similar a una MP
viral, pudiendo promover su propia movilizaciéon y la de su mRNA entre células del
mesoéfilo, asi como movilizarse a larga distancia a través del floema (Xonocotle-
Cazares et al., 1999).

Como se mencioné antes, todas las MPs, tanto las endégenas de plantas como las
virales, interactian con elementos de los plasmodesmos. Sin embargo, las
comparaciones de las estructuras primarias entre las MPs de plantas y de virus, asi
como entre MPs pertenecientes a distintas familias virales, mostraron que existe poca
homologia entre ellas. Hasta la fecha, no se hall6 ninguna secuencia consenso o
dominio en comun entre las MPs que han sido caracterizadas, lo que hace suponer
que existe algun tipo de consenso conformacional compartido entre ellas.

A partir de estos estudios, se postul6 un nuevo modelo de regulacién en el que los
plasmodesmos juegan un papel fundamental en el control de expresién génica durante
el desarrollo vegetal regulando el intercambio de macromoléculas informativas (MRNA,
proteinas y RNPs). Este nuevo concepto, propuesto por Lucas y sus colaboradores,
postula que las plantas poseen una “organizacién supracelular 6rgano-independiente”.
Segun este modelo, la planta logra integrar y coordinar los procesos fisiolégicos que
ocurren entre sus diferentes 6rganos mediante la propagacién de moléculas de
sefalizaciéon a través de comunicaciones intercelulares (Crawford y Zambryski, 2000;
Ruiz-Medrano et al., 2001).

1.4. Los plasmodesmos

Numerosas evidencias indican que el transito de macromoléculas a través de los
plasmodesmos se encuentra altamente regulado y que estos canales intercelulares
juegan un papel fundamental en muchos procesos metabélicos y de desarrollo de la
planta.

El plasmodesmo esta constituido por una conexién tubular de membrana plasmatica
que atraviesa la pared celular y conecta dos células adyacentes. Esta conexién posee
en su centro una extensién modificada del ER, el desmotubulo, que se extiende a lo
largo de la cavidad central del poro. De esta forma, el desmotibulo conecta el ER de
las células adyacentes. El centro del desmotubulo es muy compacto, y entre éste y la
membrana plasmatica existe un espacio citoplasmico que conforma la denominada
cavidad central. La mayor parte de esta cavidad esta recubierta por proteinas que muy



probablemente estan asociadas a la membrana plasmatica y a la membrana del
desmotubulo. En las extremidades del plasmodesmo, la cavidad central y la manga
citoplasmica terminan en una especie de cuello (regién del cuello). En éste, como asi
también a lo largo de la cavidad central, se observan estructuras radiales que podrian
estar involucradas en la regulaciéon de la permeabilidad del canal (Fig. 2).
Normalmente, los plasmodesmos permiten el pasaje pasivo de moléculas de hasta 1
kDa de tamafio (MEL<1 kDa), dependiendo del tipo de células en que estin
localizados (estado abierto). Sin embargo, en su estado dilatado, permiten el pasaje de
moléculas de hasta 50 kDa de tamaiio.

Hasta la fecha, se han podido identificar muy pocas de las proteinas asociadas a los
plasmodesmos debido a que, al encontrarse estrechamente unidas a las paredes
celulares, su purificacion resulta muy dificil. Entre las proteinas caractenzadas hasta
ahora se halla una proteina de tipo conexina (connexin-like), similar a la conexina de
los gap-junctions de tejidos animales, la actina, la microtubulina, la miosina, la
carleticulina, la centrina, y una kinasa dependiente de calcio (CDPK, calcium
dependent protein kinase) (White et al., 1994, Yahalom et al., 1998; Baluska et al.,
1999, Blackman et al., 1999; Reichel et al., 1999).

Los mecanismos involucrados en la dilatacién o gating del poro plasmodesmal no han
sido aun develados. En presencia de las MPs virales, dicho proceso se traduce en el
aumento del MEL hasta alcanzar valores de 20-40 kDa. Se determiné que la dilatacion
del plasmodesmo es ATP-dependiente, lo que sugiere 1a ocurrencia de fosforilaciones
en las proteinas implicadas en este proceso. En apoyo de esta idea, se purific6 una
CDPK asociada a la pared celular y se observd que la misma era capaz de
autofosforilarse y de fosforilar a otras proteinas de la pared. Asimismo, se demostré6
que muchas de las MPs virales conocidas son fosforiladas en células de plantas. La
MP de TMV se fosforila en protoplastos infectados (Watanabe et al, 1992) y en
reacciones in vitro (Citovsky et al., 1993). Los sitios de fosforilacién de esta proteina se
encuentran dentro de los 10 aminoacidos del extremo C-terminal. Sin embargo, el
papel que cumple la fosforilacién en la funcién de las MP es todavia incierto. Bema et
al. (1991) reportaron que es posible delecionar uno de los residuos fosforilables sin
que se pierda la funcién de movilizacién. Esto implicarla que la fosforilacion no es
esencial para la actividad biolégica de estas MP, al menos en las condiciones en que
fueron realizados los ensayos.
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Figura 2. A) Microscopias electrénicas de un plasmodesmo en cortes longitudinal y transversal. B) Un
modelo de la estructura del plasmodesmo. La membrana plasmética y el ER se contintian entre las dos
células adyacentes. Tomado de Biochemistry and Molecular Biology of Plants, ASPB (2000). ER y
Endoplasmic reticulum: reticulo endoplasmatico. Cell wall: pared celular. Cytoplasmic sleeves: manga
citoplasmatica. Desmotubule: desmotibulo. Neck region: region del cuello. Central rod: bastén central.
Central cavity: cavidad central. Plasma membrane: membrana plasmatica. Spoke-like extensions:
extensiones en forma de espiculas. Cytoplasmatic annulus: anillo citoplasmatico.

Se observé que el citoesqueleto esta efectivamente implicado en el gating de los
plasmodesmos. Asimismo, se demostré que despolimerizando los filamentos corticales
de actina mediante tratamientos quimicos aumentaba el valor de MEL de los
plasmodesmos. Uno de los candidatos mas atractivos como motor en el proceso de
gating de los poros es la miosina, una proteina dependiente de ATP que genera
movimiento direccional y esta asociada a la actina (Overall y Blackmann, 1996;
Baluska et al.,, 2001). Ademas, la MP de TMV co-localiza con los microtabulos y en



menor medida con filamentos de actina en estudios de localizaciéon subcelular
(Heinlein et al., 1995; McLean et al., 1995). A partir de estos datos, se propuso que las
fiboras del citoesqueleto actuarian como rutas para dirigir el complejo viral
ribonucleoproteico, transportandolo hacia y a través de los plasmodesmos.

En untrabajo reciente se demostr6é que los plasmodesmos de las células del mesdfilo
de hojas modifican sus valores de MEL durante el pasaje de su condicién de tejido
importador (o sumidero) en la etapa joven a tejido exportador (o fuente) en el estado
adulto de la hoja (Oparka et al., 1999). Por ejemplo, las células de meséfilo de las
hojas jévenes de tabaco poseen plasmodesmos con valores de MEL de hasta 40 kDa,
permitiendo que la proteina GFP expresada en floema ingrese a las células de
mesdfilo en forma pasiva. Por el contrario, los valores de MEL de los plasmodesmos
de hojas exportadoras poseen valores de hasta 1 kDa. Esto sugiere que, las
propiedades de los plasmodesmos dependen, entre otras cosas, de la edad de las
hojas. Recientemente se comprob6 que el estado fisiologico también influye en el
estado de permeabilidad de los plasmodesmos y que en una hoja co-existen células
con plasmodesmos “cerrados”, que no dejan pasar ninguna molécula; “abiertos”, que
dejan pasar moléculas pequerias de hasta 1 kDa; y “dilatados” que permiten el pasaje
de moléculas grandes de hasta 30 a 60 kDa (Crawford y Zambryski, 2000).

1.5. Alteraciones fisiolégicas provocadas por la infeccién viral

En todas las interacciones entre plantas y virus que resultan en la formacion de
sintomas visibles, como clorosis y necrosis, existen cambios en la morfologia y en el
metabolismo de los cloroplastos. Se conoce muy poco sobre los mecanismos
moleculares responsables de la patologia viral en plantas, pero se cree que la mayoria
de los sintomas son consecuencia de las alteraciones metabdlicas provocadas por la
infeccién y no de la replicacién viral per se. Tampoco se conoce mucho sobre estas
alteraciones metabdlicas, y soélo existen reportes aislados describiendo las
alteraciones fisiol6gicas provocadas por ciertos virus. Por ejemplo, continua siendo
una incégnita en qué medida participan los distintos componentes virales en la
iniciacién y el mantenimiento de las manifestaciones patolégicas. Una mejor
comprensiéon de los mecanismos de patogenesis contribuira a entender las complejas
interacciones que existen entre las plantas y los virus y a diseflar posibles estrategias
para el control de estos ultimos.
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La severidad de los sintomas difiere entre las diferentes cepas de virus y es indicativa
del grado de alteraciéon de los cloroplastos. Los cambios fisiolégicos provocados por
una infeccion son muy variables y dificiles de estudiar debido a las complejas
interacciones con el ambiente y con el virus (ver mas adelante). Por este motivo,
muchos estudios sobre el estrés provocado por las infecciones virales se concentran
en evaluar los cambios observados en la fotosintesis, y en las alteraciones
estructurales y funcionales de los cloroplastos.

Debido a la propiedad inherente a las MPs virales de alterar la permeabilidad de los
plasmodesmos, se ha postulado que la presencia de estas proteinas en la planta, ya
sea durante una infeccién normal o como producto de transgenes, podria afectar
directamente la fisiologia vegetal. En teoria, la expresion de una determinada MP viral
en una planta transgénica permitiria evaluar algunos de sus posibles efectos durante
el proceso la infeccion, independientemente de los producidos por otras protelnas
virales. Este enfoque ha sido utilizado previamente para tratar de establecer las
funciones localizadas en las MPs virales. Por ejemplo, luego de transformar plantas de
tabaco con el gen de la proteina p30 de TMV, se observaron alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos y en la particion de los fotoasimilados (Lucas et al.,
1993; Olesinski et al., 1995; Lucas y Wolf, 1999). En estas plantas, los niveles de
sacarosa, glucosa, fructosa y almidén estaban mas elevados en las hojas maduras
“fuente”, y la relacion de biomasa tallo/ralz estaba alterada. Ademas, se observé una
menor tasa de exportacion de los fotoasimilados en comparacién con las plantas
control (Olesinski et al., 1995). Sin embargo, estas plantas no presentaban anomalias
respecto de su capacidad fotosintética (Lucas et al., 1993). En forma similar, se
encontraron marcadas alteraciones en el contenido de azlcares de las hojas en
plantas de tabaco transgénicas transformadas con el gen de la proteina p17 de PLRV.
En este caso, también se determiné que habia una disminucién en la exportacion de
los fotoasimilados desde las hojas “fuente” hacia los vasos floematicos, lo que provocéd
la acumulacion de sacarosa y de almidén (Herbers et al, 1997). Ademas, estas
plantas mostraban un marcado enanismo, el que se presentaba acompafiado de
lesiones cloréticas y de necrosis en las hojas. Curiosamente, este fenotipo era muy
similar al descripto en plantas transgénicas de tabaco en las que, expresando genes
de enzimas tales como la pirofosfatasa inorganica de E. coli o la invertasa de levadura,
se hablan provocado alteraciones importantes en la acumulacién de azlcares
(Sonnewald et al., 1991; Sonnewald, 1992). La tasa fotosintética de las plantas p17 de
PLRV era menor que la de las plantas control, y esto aparecia acompanado de una
marcada disminucién en los niveles de expresion de RUBISCO y de otras proteinas



fotosintéticas. En estas plantas también pudo detectarse la induccién de genes
defensivos PR y, en probable relacién con esto, se observ6 una relativa resistencia a
PVY. Al analizar la ultraestructura de los plasmodesmos, se observé que aquellos que
conectan las células acompafiantes con los elementos del floema se encontraban
alterados. A partir de esta evidencia, los autores postularon que las alteraciones
halladas en los plasmodesmos de las células acompaiantes producirian una
disminucion en la tasa de exportacion de fotoasimilado. Ello conduciria a la
acumulacién de azucares en las hojas y provocaria la represion de genes
fotosintéticos (Krapp et al, 1993; Krapp y Stitt, 1995) y la induccién de genes
defensivos.

2. Respuestas defensivas en plantas

2.1. Patologfa y sintomas

Cuando una planta es susceptible a determinada infeccién viral, se enferma y, en la
mayoria de los casos, desarrollan sintomas. Los sintomas pueden variar dependiendo
de diversos factores, pero principalmente dependen del tipo o especie de patégeno en
cuestion. Esto ha permitido que los fitopatélogos puedan desarrollar métodos para
determinar y clasificar al/los patégenos presentes en la planta mediante la observacién
de los sintomas. Por otra parte, un determinado patégeno puede provocar diferentes
sintomas dependiendo del hospedador que se encuentre infectando. En el caso de
una infeccioén provocada por una determinada especie viral, la misma puede provocar
una vanada gama de sintomas, muchas veces asociadas a la edad, el estado
fisioloégico, el estado nutricional, la temperatura, la humedad, y conjunto de otros
factores abidticos que rodean a la planta. Estos datos demuestran que la infeccién
viral es influenciada por los cambios fisiolégicos y metabélicos que tienen lugar en las
células. Al variar el ambiente que rodean a las mismas, el ambiente intracelular se
modifica y, por consiguiente surgen cambios en el desarrollo del sintoma y de la
infeccion viral. Por ejemplo, si se somete a plantas susceptibles a un determinado
virus a un ambiente desfavorable, tal como temperatura elevada y falta de agua, la
infeccidén no progresa.



2.2. Sistemas defensivos en plantas

Un agente patogénico es aquél que posee la capacidad de invadir exitosamente a la
planta y desencadenar el estado de enfermedad. Sin embargo, en muchos casos el
estado patogénico no puede establecerse y, de hecho, la mayoria de las plantas y
cultivos presentes en la naturaleza resultan inmunes a la mayoria de los patégenos.
Esto se debe a que las plantas han desarroliado sistemas de defensa efectivos contra
los diversos tipos de patégenos (hongos, bacterias, virus, nematodos e insectos). En el
caso de las infecciones virales, son de particular importancia los sistemas defensivos
activados por el propio patégeno, los que cominmente se agrupan bajo la
denominacién de resistencia inducida. Tanto este tipo de resistencia como Ia falta de
adaptacién de los virus a determinados ambientes celulares, constituyen casos de
incompatibilidad genética entre planta y patégeno en los que no se produce el
desarrollo de la enfermedad.

La activacion de los mecanismos de resistencia requiere en primer lugar que la planta
detecte la presencia del patégeno. Se sabe que, inmediatamente después del
reconocimiento, ocurren distintos procesos celulares, tales como aperturas de canales
i6nicos en la membrana plasmatica, fosforilacion de proteinas, activaciéon de enzimas
involucradas en el metabolismo primario y secundario, y generacioén y propagacion de
moléculas de sefializacién, tales como ROS, SA, JA y NO. Posteriormente, siguiendo
un esquema de expresion temporal y espacial precisamente coordinado, se inducen
los genes que participan de las respuestas defensivas. De esta manera, una vez
desencadenada la respuesta, se crea en la planta un ambiente desfavorable para el
establecimiento del patégeno, éste es restringido espacialmente y, eventualmente,
eliminado de la misma.

Los estudios realizados por Flor sobre cultivares de lino y distintas cepas de la roya de
este cultivo en los afios 40 del siglo pasado llevaron a definir los llamados genes de
resistencia (R) y avirulencia (Avr) y a postular un modelo de relaciones genéticas para
explicar el fenémeno de la resistencia inducida. En el modelo de “gen por gen’
propuesto por Flor (1971), la resistencia sélo ocurre cuando la planta posee un gen R
y el patégeno un gen de Avr, en ambos caso de tipo dominante. En términos
moleculares, este modelo implica la existencia de dos productos génicos (o de
productos derivados de ellos) que se reconocen en forma especifica. En el caso de los
virus de plantas, los productos de los genes Avr se corresponden con alguna de las
proteinas virales, por lo que sus funciones normales son conocidas en la mayoria de



los casos. Por ejemplo, el gen de resistencia N de tabaco reconoce a la replicasa del
virus TMV y este reconocimiento desencadena una respuesta HR. En el caso de PVX,
se han identificados varios genes R en distintas especies de Solanum. Los mismos
confieren resistencia a diferentes cepas de PVX, pero no a todas. Por ejemplo, los
cultivares de papa que contienen a los genes Nb y Rx son resistentes a la cepa CP2
de PVX (Grupo lI), pero son susceptibles a las cepas pertenecientes al patotipo HB
(Fermandez-Northecote, et al.,, 1990). En cambio los cultivares que contienen el gen Nx
son resistentes a las cepas pertenecientes a los grupos | y lll (Cockerham 1970). Se
ha demostrado recientemente que el determinante de avirulencia para el gen Nb se
encuentra localizado en la proteina p24 de PVX (Malcuit et al., 1999). En cambio, para
los casos de los genes Rx y Nx, el gen Avr viral es la CP (Kavanagh et al., 1992; Santa
Cruz y Baulcombe, 1993)

2.3. Respuesta HR

La HR se caracteriza por ser una respuesta temprana y rapida de reacciones
defensivas asociadas con la muerte celular. En la mayoria de los casos, la HR esta
asociada a la defensa mediada por los genes R. Existen al menos dos posibles
mecanismos que llevan a la muerte celular, y por consiguiente, a la restriccion de la
dispersioén del patégeno En el caso en que participan los genes R, la necrosis de los
tejidos infectados es generaimente consecuencia de 1a induccién de un mecanismo de
muerte celular programada genéticamente regulado. Otro tipo de muerte celular puede
producirse como consecuencia de las alteraciones metabélicas provocadas por la
enfermedad, las que pueden inducir la sobreproduccion de radicales libres, con los
consiguientes efectos toxicos para la célula.

Generalmente, el primer evento que sucede al reconocimiento del patégeno es la
produccién de ROS, entre las que se incluyen H,O, y O". Aungue no se ha identificado
aan a la enzima involucrada en la produccion de H,O,, se cree que por analogia con
los sistemas animales, se trata de una NADPH oxidasa localizada en la membrana
plasmatica. Hasta la fecha se han postulado tres roles fundamentales para las ROS:
en primer lugar, poseen un efecto téxico directo sobre el patégeno. En segundo lugar,
favorecen la polimerizacion de la lignina y el cross-linking de glicoproteinas y
polisacaridos que componen la pared celular, todo lo cual conduce al fortalecimiento
de la misma. En tercer lugar, las ROS actian como moléculas de sefalizaciéon que
inducen la expresion de genes defensivos. Ademas de las ROS, durante el curso de la
HR se producen también otras moléculas que participan de distintas cascadas de



transduccion y que activan a factores de transcripcién encargados de inducir la
expresion de genes defensivos. Entre esas moléculas se cuentan SA, JA, NO, y
hormonas como el etileno.

En los tejidos en donde se produce una HR, casi siempre se observan depdésitos de
callosa en las paredes celulares y en los poros de los plasmodesmos, lo que
contribuye a detener el avance del patégeno. Se observa también una alta expresién
de genes correspondientes a proteinas PR, las que en muchos casos poseen
actividades enzimaticas involucradas en la degradacién de componentes de las
paredes celulares de los patégenos vegetales.

Las distintas moléculas de sefalizacién y las proteinas defensivas pueden ejercer
efectos sinergéticos o antagénicos durante la respuesta defensiva. Ademas, existen
mecanismos de regulacién por retroalimentacién positiva y/o negativa, y se han
recogido numerosas evidencias que indican la existencia de cross-talk entre las rutas
de transduccién de sefiales mediadas por distintas moléculas defensivas, lo que
permitirla a la planta coordinar y regular la respuesta. Si no existiese este tipo de
regulacion fina en la respuesta, la misma resultaria en un fenémeno descontrolado que
serfa perjudicial para las plantas, ya que durante este proceso se producen numerosas
sustancias toxicas. Se han aislado plantas mutantes que carecen de dicha regulacién
en las que, en ausencia del patégeno, se producen lesiones necréticas en forma
espontanea (Dietrich et al., 1998).

Una caracteristica particular de este tipo de respuesta defensiva es que no es
especifica contra un determinado patégeno. Por ejemplo, la respuesta de una planta
frente a la infeccién por un virus abarca una extensa serie de compuestos y proteinas
antimicrobianas, muchos de los cuales, como es el caso de las proteinas PR, no
tienen efectos directos sobre la patogenia viral. Sin embargo, ciertos tipos de
patégenos activan preferencialmente algunas rutas de transducciones de sefializacion
(SA en el caso de virus, y JA en el caso de insecto), y los compuestos defensivos que
se expresan pueden ser selectivamente mediado por unos u otros (PRs acidas
mediadas por SA; PRs basicas e inhibidores de proteasas mediados por JA y etileno).

2.4. Resistencia sistémica adquinda (SAR)

La SAR es una repuesta defensiva tardia y actta en forma sistémica en toda la planta.
Se induce luego de desencadenarse una respuesta defensiva local, asociada casi



siempre a una respuesta de tipo HR. La SAR se caracteriza por actuar en toda la
planta, disminuyendo los sintomas y los efectos patogénicos de infecciones
subsiguientes provocados por el patégeno original o por otros pertenecientes a otras
especies y grupos. Por ende, es una respuesta inespecifica que convierte a muchas
de las interacciones originalmerite compatibles entre la planta y distintos patégenos en
interacciones incompatibles. Se cree que es un mecanismo de defensa que evolucioné
en la planta para impedir los continuos ataques provocados por los patégenos. Una
vez establecida, la SAR puede durar varias semanas (Ross et al., 1961). Se sabe que
las plantas atacadas por patdgenos producen sefales quimicas que no sélo inducen
su propia SAR, siro que también, mediante la liberacién de compuestos volatiles como
metil salicilato y metil jasmonato, promueven el desarrolio de SAR en plantas vecinas
(Dumer et al., 1997).

Aun se desconocen los mecanismos intimos que desencadenan la SAR en una planta.
Por ejemplo, no se ha identificado todavia a la molécula que sirve como sefial para
inducir el desarrollo de SAR en los tejidos no infectados de la planta. Se sabe que la
proteccién mediada por SAR depende de la produccién de SA, aunque se desconoce
la funcién especifica de este compuesto en la misma. En los Gltimos afios, se pudieron
identificar genes involucrados en la induccién de SAR mediante estudios de plantas
mutantes (Ryals, et al., 1995). De entre ellos, el mas estudiado es el gen nim1/npri.
En plantas mutantes de nim1/npri1, las proteinas PR no se expresan y la SAR no se
induce luego de la infeccién por un patégeno. Sin embargo, estas plantas pueden
desarmrollar una respuesta defensiva local de tipo HR y acumular SA. Mas
recientemente se ha podido comprobar la participacion de la kinasa MAPK4 (mitogen-
activated protein kinase) en la iniciaciéon de la SAR (Petersen et al., 2000). Las MAPKs
fueron identificadas originalmente como protein-kinasas que participan de las
cascadas de sefalizacion del proceso de induccién de la mitosis en las células
animales. En el trabajo citado se demostré que en plantas en que se disminuyé la
expresion de MAPK4 mediante la produccién de RNA antisentido, la SAR estaba
constitutivamente activada, lo que sugiere que MAPK4 es un regulador negativo de
esta respuesta.

2.5. Silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS) o co-supresion:

El silenciamiento génico es un fenémeno que fue onginalmente detectado en plantas
transgénicas en las cuales se intent6 sobreexpresar determinados genes. En ciertos
casos, se observé que la transcripciorni de los mRNAs transgénicos no resultaba



afectada, pero que los mismos eran especlficamente degradados por un mecanismo
citoplasmatico que involucraba RNAsas de la célula vegetal (Baulcombe 1996).
Aungue también se ha observado silenciamiento génico a nivel transcripcional, la
forma mas comun de este fenémeno ocurre a nivel post-transcripcional (PTGS). Un
mecanismo similar a éste estd involucrado en un tipo de respuesta defensiva
especificamente inducida por patégenos virales. En este caso, el proceso de
transcripcion nuclear no es importante ya que, con pocas excepciones, la mayorfa de
las especies de virus vegetales se replican en el citoplasma y poseen genomas
constituidos por RNA. Aunque los mecanismos responsables de activar el
silenciamiento inducido por virus se desconocen, ciertas evidencias sefalan que,
cuando la cantidad de una determinada especie de RNA (como seria el caso de un
genoma viral) supera un cierto umbral, la misma es detectada por la célula y
degradada especificamente. Se sabe que en la activacion del PTGS estan
involucrados RNAs aberrantes, RNAs de doble cadena y oligonucleétidos de RNA de
20 a 25 nt. Ademas, el PTGS se induce no sélo en la hoja infectada, sino también en
los tejidos distares, lo que indica la presencia de una seflal mévil capaz de transmitir y
activar este proceso en el resto de la planta. Debido a la especificidad de esta
respuesta, se cree que dicha sefal involucrarfa a un RNA de secuencia
complementaria a la del RNA silenciado.

Como una forma de contrarrestar esta respuesta defensiva, los virus vegetales
recurren a distintas estrategias que aseguran su replicacion y distribucion por el
hospedante. Muchos virus vegetales logran minimizar los efectos del PTGS mediante
la replicacién y movilizacién rapida de su propio gerioma. Otros poseen proteinas que,
ademas de cumplir funciones especificas durante la patogénesis, tienen la capacidad
de suprimir la activacion, la propagacion y/o el mantenimiento del PTGS. Por ejemplo,
este es el caso de las proteinas HC-Pro de PVY, p24 MP de PVX y 2b de CMV.
Debido a la fuerte capacidad supresora de la proteina HC-Pro, las co-infecciones
provocadas por PVY y PVX originan sintomas muy severos en las plantas afectadas.
Se ha comprobado también que aquellas plantas que expresan la proteina HC-Pro, ya
sean a partir de una infeccibn o de un transgen, no pueden inducir el PTGS
(Anandalakshmi et al., 1997).



3. Los Potexvirus

El PVX es el miembro tipo del grupo de los Potexvirus. Las particulas virales son
filamentosas y levemente flexuosas y miden entre 470 y 580 nm de largoy 11 a 13 nm
de ancho. Cada virién contiene una molécula de RNA genémico de simple cadena de
polaridad positiva cuyo peso molecular es de 2.1 x 10° Da (Bercks, 1976). La capside
viral esta compuesta por mondmeros de una unica proteina de 25 kDa, dispuestos en
un arreglo helicoidal. EI RNA genémico de PVX tiene aproximadamente 6400
nucleétidos de longitud, esta poliadenilado en el extremo 3' y contiene una estructura
de tipo "CAP" (m’Gppp) en su extremo 5' (Sonenberg et al, 1978; Morozov et al,
1981). EI PVX-CP2 es un aislado obtenido en el Centro Internacional de la Papa
(Lima, Pert) que se encuentra presente sélo en la regién sudamericana. La secuencia
completa del virus fue obtenida en INGEBI-CONICET (Orman et al., 1990). El virus
posee 5 ORFs organizados en un patrén altamente conservado. Los ORFs se
numeran de 1 a § en direccion 5§-3' y codifican polipéptidos de 166 (ORF1), 24
(ORF2), 12 (ORF3), 8 (ORF4) y 25 kDa (ORF5), respectivamente. El producto del
ORF 1 (comunmente denominado “replicasa viral’) juega un papel multifuncional en el
proceso de replicaciéon del virus y el ORF5 codifica la proteina de la capside viral. Los
ORFs 2, 3 y 4, comprendidos en el denominado TGB, codifican proteinas involucradas
en el movimiento viral y tienen la caracteristica de hallarse parcialmente superpuestos.
La misma disposicién de genes involucrados en el movimiento viral se encuentra en
virus pertenecientes a los grupos de Hordei-, Furo-, y Carlavirus. Las proteinas
codificadas por estos genes son genéricamente designadas como TGB1, TGB2 y
TGB3 (Beck et al., 1991, Gilmer et al., 1992, Herzog et al., 1998, Petty y Jackson
1990). La participaciéon de las proteinas TGB en la movilizacién viral fue claramente
demostrada en trabajos de mutagénesis dirigida (Beck et al., 1991), asi como en
ensayos de trans-complementacién entre virus defectivos en los genes TGB y en
plantas transgénicas que expresan las respectivas proteinas (Bleykasten-Grosshans et
al., 1997; Morozov et al., 1997; Verchot et al., 1998, Lough et al., 1998).

En PVX-CP2, el ORF2 codifica una proteina TGB1 de 24 kDa que contiene en su
secuencia dominios conservados presentes en NTPasas y helicasas (Gorbalenya et
al., 1988; Rouleau et al., 1994; Kalinina et al., 1996, Wong et al, 1998, Morozov, et al.,
1999). La TGB1 es considerada la MP viral pero, a diferencia de la MP de TMV, su
actividad debe ser complementada por la presencia de la CP y de las proteinas TGB2
y TGB3. Estas dos ultimas se consideran proteinas asociadas al proceso de transporte
viral. Se han presentado evidencias que indican la existencia de interacciones



especificas entre TGB1, TGB2, y TGB3 durante el proceso de movilizacién (Solovyev,
et al., 1999; Yang et al. 2000; Lough et al., 2000; Lawrence y Jackson, 2001) y se
asume que TGB2 y TGB3 tendrian furiciones reguladoras en el transporte viral. Sin
embargo, no se ha podido definir la naturaleza de dichas interacciones.

Los ORFs 3 y 4 codifican las protelnas TGB2 y TGB3, respectivamente. La proteina
TGB2 de PVX-CP (p12) posee un peso molecular de 12 kDa y la proteina TGB3 (p8)
de 8 kDa (Morozov et al., 1991, Kooning y Dolja, 1990; Zhou y Jackson, 1996). La p12
de PVX, tiene dos segmentos hidrofébicos separados por una regiéon de aminoacidos
hidrofilicos. La protelna p8 contiene aminoacidos hidrofébicos en su regién N terminal
que pueden formar una estructura secundana de tipo a-hélice (Morozov et al., 1987,
1989 y 1991). En experimentos de traduccién in vitro de los ORF3 y 4 realizados con
RNA viral, se observé que ambas proteinas permarnecian asociadas a la fraccion
membranosa (Morozov et al.,, 1990). La proteina p8 de PVX ha sido localizada en la
pared celular y en la membrana plasmatica de plantas infectadas y transgénicas
(Hefferon et al., 1997). Las mutaciones que anulan la expresién de los ORF3 y 4 no
alteran la capacidad replicativa del virus en los protoplastos (Verchot et al., 1998;
Lough et al., 1998).

3.1. Ciclo replicativo de PVX

La replicasa viral posee en la region C terminal, un dominio conservado que se
encuentra normaimente en las RNA polimerasas deperdientes de RNA (Haseloff et al.,
1984; Kramer y Argos, 1984). En la region media, la proteina presenta homologia con
secuencias presentes en helicasas bacterianas (Gorbalenya et al., 1988), mientras que
en la region N-terminal, se ubica una secuencia consenso de las metil-transferasas. La
replicasa viral se encuentra asociada a la fraccibn membranosa correspondiente a las
endomembranas de las células infectadas y se traduciria directamente a partir del
gRNA del virus. Se asume que la replicasa, ademas de efectuar la replicacién viral,
participa del proceso de transcripcion de los sgRNAs usando como molde el gRNA

viral.

La expresion de los restantes ORFs se produce a partir de la traduccién de los
sgRNAs respectivos. En el caso de PVX, se producen 3 especies de sgRNAs
poliadenilados que poseen el mismo extremo 3" co-terminal. Se han caracterizado
secuencias conservadas corriente arriba de los ORFs 2 y 5 que conforman los
respectivos promotores subgenémicos (Morozov et al., 1990). El primer sgRNA se



produce a partir del promotor subgendmico ubicado corriente arriba del ORF2 y posee
aproximadamente 2,1 kb. El segundo sgRNA abarca 1,4 kb y se transcribiria a partir
de un promotor subgenémico comprendido en la secuencia del ORF2. Hasta hace
poco, se tenfan datos contradictorios sobre la existencia de este sgRNA debido a su
bajo nivel de acumulacion. Su existencia fue confirmada por Verchot et al. (1998). El
tercer mRNA subgenémico comprende 0,9 kb y se produce a partir de un promotor
subgenomico commente arnba del ORFS. Al igual que el sgRNA de 2,1 kb, se acumula
abundantemente en las células infectadas (Fig. 3).

El primer y tercer sgRNA sirven como templados para la traduccién de la proteina p24
y de la CP viral, respectivamente. Durante la infeccién, ambas proteinas se acumulan
en grandes cantidades. El segundo sgRNA serviria como un mensajero bicistrénico
para la traduccién de las proteinas p12 y p8. La traduccién de la proteina p8 a partir de
este sgRNA ocurriria mediarite un mecanismo de iniciacion por leaky scanning de los
ribosomas. Segun este modelo de traduccién, los ribosomas de la planta reconocerian
al codén de iniciacibn de la proteina p8 ignorando el coddn de iniciacién
correspondiente a la proteina p12 que se encuentra comente arriba. Se cree que de
esta forma en la célula se traducirfan aproximadamente tres moléculas de p12 por
cada molécula de p8, ya que la traduccién de la primera estaria favorecida respecto de
la segunda. Sin embargo, no se tiene ningun dato directo acerca de la proporcién en
que se producen estas dos proteinas. Se piensa que esta estrategia de traduccién
permite regular los niveles de expresion entre estas dos proteinas virales y que ésta
seria la causa de la alta conservacion en la organizacion de los ORFs en los grupos de
virus que poseen un TGB.
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Figura 3. Esquema de organizacion genémica de PVX y de su estrategia de expresion génica.



3.2. Movilizacién de Potexvirus

La proteina TGB1 seria la responsable de dilatar los poros de los plasmodesmos v,
junto con la CP, de transportar al genoma viral de una célula a la otra (Angell et al.,
1996; Lough et al,, 1998). Sin embargo, dichos resultados se obtuvieron a partir de
ensayos realizando con microinyecciones de proteinas expresadas y purificadas de
bacterias. Ademas, segin un consenso alcanzado postenormente a estos
experimeritos, la técnica de microinyeccién alterarfa la fisiologia celular (ltaya et al.,
1997), lo que pondria en duda las conclusiones previas obtenidas por este método.
Actualmente, se tiende a utilizar el bombardeo con microparticulas recubiertas de
DNA, RNA o proteinas para introducir estas moléculas en las células. En principio,
esta técnica alteraria menos la fisiologia celular, permitiendo estudiar la permeabilidad
de los plasmodesmos independientemente de otros factores de estrés.

Resultados recientes obtenidos en el estudio de la movilizacién de WCIMV empleando
técnicas de microbombardeo indican que la proteina TGB1 integrarfa un complejo
molecular compuesto de gRNA viral, 1a p24 y la CP, y que ésta seria la forma de
pasaje del virus de una célula a la otra (Lough et al, 2000). Al contrario de lo
propuesto inicialmente (Oparka et al., 1999), este complejo tendria una composicién
distinta de la de un virion. Ademas, se obtuvieron evidencias indirectas de que las
proteinas p12 y p8 no serian co-transportadas durante la movilizacién del virus. Segun
un modelo propuesto, las dos proteinas menores del TGB cumplirian papeles
accesorios en el transporte intracelular del complejo. Se sugiere que ambas proteinas
participarfan en la movilizacién del complejo gRNA-p24-CP desde el sitio de formacion
del complejo hasta los plasmodesmos, posiblemente anclando dicho complejo a
alguna estructura subcelular para finalmente estabilizarlo en los plasmodesmos (Lough
et al., 2000).

3.3. Antecedentes de plantas transgénicas que expresan protelnas TGB

Se han transformado decenas de plantas transgénicas con genes pertenecientes a
distintas especies virales. En lo que se refiriere al grupo de los Potexvirus, existen
plantas de tabaco y de papa transformadas con cada uno de los 5 geres descriptos en
la seccién anterior (Hefferon et al., 1997; Ares et al., 1998; Verchot et al., 1998; Lough
etal., 1998).



En etapas anteriores, otros miembros de nuestro laboratorio de INGEBI-CONICET,
obtuvieron plantas de tabaco y de papa que expresan la CP (Orman, comunicacién
personal;, Bravo-Almonacid, comunicaciéon personal), la MP p24 (Ares, 1997) y la
replicasa (Calamante, 1998) de PVX. En el caso de las plantas transgénicas p24, se
observé que las mismas eran resistentes a infecciones provocadas por Tobamovirus
(TMV, y Ob), pero susceptibles tanto a infecciones provocadas tanto por PVX como
por PVY (Ares et al., 1998). Por otro lado, las plantas de papa transformadas con la
CP de PVX resultaron resisterites, e incluso en algurnos casos inmunes, a PVX. Tal
como fuera descripto por otros (Register et al.,, 1988; Negidat et al, 1990), esta
resistercia estaria operando mediante un mecanismo de proteccion mediada por CP.

Respecto de las plantas transgénicas que expresan las proteinas TGB2 y TGB3, se
reportaron diferentes resultados. En un estudio realizado por Beck et al. (1994), una
serie de plantas transgénicas que expresaban una version de la proteina TGB2 de
WCIMV mutada en el dominio hidrofflico result6 resistente a la infeccién por varias
cepas de WCIMV, asi como por PVX y PVS. Estos autores sugieren que la causa de
dicha resistencia se debe a que la mutacion introducida originaba una versién
dominante negativa de la proteina TGB2, la que competia con la proteina producida
por el virus. De la misma mariera, al transformar plantas de papa con una version de la
proteina p12 de PVX mutada en su dominio hidrofilico se observé resistencia ante la
infeccién con PVX, PAMV, PVS y PVM (Seppanem et al., 1997).

Por otro lado, existen reportes de plantas transgénicas transformadas con los genes
de las proteinas TGB2 y TGB3, o con los dos genes juntos, pero no se reportaron,
cambios en la sintomatologia, alteraciones ferotipicas de las plantas o algun tipo de
resistencia (Beck et al., 1994, Seppanem et al., 1997). Debe recordarse que en ningun
caso se pudo detectar la presencia de la proteina TGB2 en forma directa debido a la
falta de anticuerpos apropiados. Por esta razén, en todos los trabajos con TGB2, la
presencia de proteina viral funcional se dedujo en forma indirecta a través de ensayos
de trans-complementacién utilizando variantes mutadas de virus delecionadas en el
TGB2 (Lough et al., 1998, Verchot et al., 1998).
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INTRODUCCION

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas TGB2 de virus perteneciertes a los
generos Potexvirus, Hordeivirus, Carlavirus y Furovirus exhiben una alta homologia
entre ellas (Morozov et al., 1989). En todas las proteinas de este tipo existen dos re-
giones hidrofébicas separadas por una regién hidrofilica que muy probablemente re-
presenten dominios transmembrana (Morozov et al., 1987, 1989; Beck et al, 1991;
Solovyev et al., 1996). De hecho, la proteina p12 traducida in vitro, se localiza en la
fracciobn membranosa (Morozov et al., 1990 y 1991). La secuencia nucleétidica del gen
de la proteina p12 de PVX y la traduccion de su respectiva secuencia aminoacidica se
muestran en la la Fig. 4.
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Fig. 4. Secuencia nuclettidica del gen de la proteina p12 de PVX y traduccion de la respectiva se-

cuencia aminoacidica.

Los aminoacidos marcados en color verde indican los dominios hidrofébicos que, se-
gun la prediccién de estructuras secundarias, formarfan a dos a-hélices tipicas de do-
minios de transmembrana. Los residuos subrayados indican tres aminoacidos hidrofili-
cos que se encuentran presentes en todas las TGB2 y que, al ser modificados, origi-



nan una proteina mutante dominante negativa capaz de suprimir la movilizacién de los
virus que poseen el mismo TGB (Beck et al., 1991; Seppanen et al., 1997). El color
amarillo indica un aminoacido que podria ser glicosilado segun las predicciones del
programa de computacion PSORT (Prediction of Protein Localization Sites, version 6.4
WWW). Segun esta prediccion, la p12 podria ser una proteina de membrana tipo A
(Klein et al., 1985), con localizacién subcelular en la membrana plasmatica o en el ER,
aunque no podria descartarse completamente una posible localizacién en el lumen del
ER o en el espacio extracelular. La proteina p12 posee también sitios consenso de
miristoilacién en distintos dominios de su secuencia. Sin embargo, se sabe que aque-
llos sitios que no se localizan en los primeros 10 aminoacidos de la proteina no son
funcionales.

1. Funciones de la proteina p12

Las funciones especificas que cumple la proteina p12 durante la movilizacioén viral no
han sido aun develadas, como asi tampoco la localizacion subcelular de la misma. Por
otra parte, estd claramente demostrado que la proteina p12 (y sus equivalentes en
otros virus que poseen TGB) es indispensable para la movilizacién viral (Petty y
Jackson, 1990; Beck et al., 1991; Gilmer et al., 1992; Lough et al., 1998).

Recientemente, los investigadores Tamai y Meshi (2001) reportaron experimentos de
infeccion de Nicotiana benthaminana con distintas versiones de PVX deficientes en la
movilizacion, trans-complementadas con plasmidos conteniendo los genes de las pro-
teinas p24, p12, p8, y CP. Paralelamente, se expresaron los genes de las distintas
protelnas virales junto con el gen reportero GFP con el fin de determinar la capacidad
de cada una de ellas para modular la dilatacion de los plasmodesmos. La proteina
GFP tiene aproximadamente 27 kDa de masa molecular relativa y se localiza normal-
mente en el citoplasma. Cuando los poros de los plasmodesmos se encueritran dilata-
dos por alguna causa, la GFP logra difundir hacia las células vecinas. Sorprendente-
mente, estos autores llegaron a conclusiones opuestas a las reportadas por Lough et
al., (2000) y Yang et al., (2000) (ver punto 3.2). En primer lugar, observaron que la
GFP era capaz de difundirse fuera de la célula en que era inicialmente expresada sélo
en presencia de la proteina p12 (ver Fig. 5). Ademas, hallaron que tanto la proteina
p12 como la p24 eran capaces de trans-complementar la movilizacién de virus deleta-
dos en los respectivos genes a dos o tres células adyacentes a las transfectadas ini-
ciaimente. Esto sugiere que la proteina p12 no actuaria solamente a nivel intracelular,
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tal como fue propuesto por otros autores (Lough, et al., 2000; Solovyev et al., 2000), si
no que también participa en procesos intercelulares relacionados con la movilizacién
viral. Finalmente, los mismos autores mostraron que la presencia de la proteina p8 no
era indispensable para la movilizacién viral, sino que modularia la funcién de la protei-
na p12 durante este proceso (Tamai y Meshi, 2001).

Figura 5. Experimento para determinar la capacidad de distintas proteinas de PVX en incrementar el
valor del MEL plasmodesmal en células de tabaco co-bombardeadas con un plasmido conteniendo el
gen de GFP citosdlico y plasmidos que permiten expresar: A: |la proteina p24. B: la proteina p12. C: la
proteina p8. D: la CP viral. Como se observa en B, la proteina p12 es capaz de incrementar el MEL de
los plasmodesmos y permitir la difusién pasiva de GFP hacia células vecinas. Las fotos fueron tomadas
24 horas después del bombardeo. Barra = 25 um. Tamai A y Meshi T. (2001). Mol. Plant-Microbe Inter-
act. 14: 1158-1167

2. Localizacion subcelular de la proteina p12

Hasta el momento no se ha logrado producir antisueros especificos contra la proteina
p12 de PVX o contra las proteinas homélogas de otros Potexvirus. Se cree que el
principal impedimento para lograr esto radica en la alta toxicidad que presenta la pro-
teina p12 en la mayoria de los sistemas de expresiéon bacterianos. Por otro lado, se
sabe que la cantidad de proteina que se expresa durante la infeccion viral es muy ba-




ja, lo cual dificulta ain mas su deteccion y purificacién. Existe una sola referencia en la
literatura en que se reporta la obtencion de antisueros contra esta proteina y su detec-
cién en extractos de plantas infectadas (Price, 1992), pero estos resultados no han
podido ser reproducidos.

Los datos disponibles sugieren que la proteina p12 se localizarfa en los plasmodes-
mos durante el transporte viral. En un trabajo previo se observé que la proteina de
fusion p12/GFP se localizaba en estructuras endomembranosas, probablemente el ER
(Solovyev et al., 2000). Cuando esta misma fusién se co-expresé junto con la proteina
p8, esta localizacion se modificé para concentrarse en sectores discretos proximos a la
membrana plasmatica, muy probablemente en la cercania de los plasmodesmos. No
se han obtenido evidencias de una interaccién directa entre las proteinas p12 y p8
durante el proceso de re-localizacién de la primera. Aunque el significado de este
cambio de localizacion de la protelna p12 permanece incierto y el mecanismo implica-
do se desconozca, algunos indicios sugieren que formaria parte del proceso de trans-
porte del complejo RNA-CP-p24 hacia los poros de los plasmodesmos. En apoyo de
esta hipétesis, Erhardt et al. (1999) mostraron que, en presencia de las otras proteinas
del TGB, una fusioén de la proteina TGB1 de un furovirus con la proteina GFP se locali-
zaba en puntos discretos cerca de la pared celular. En forma similar, Lawrence y
Jackson (2001), transfectaron protoplastos con una fusién de la proteina TGB1 de un
hordeivirus con GFP y observaron una localizacién subcelular de TGB1 en puntos dis-
cretos de la membrana plasmatica que deperdia de la presencia de otras proteinas
del TGB.

Para poder construir un modelo del mecanismo de movilizacion de PVX, seria necesa-
rio determinar exactamente la localizacion de la p12 durante la infeccién viral. Este
enfoque permitirfa caracterizar aquellas proteinas enddégenas (muy probablemernte
proteinas del plasmodesmo) implicadas en el proceso de movilizacién viral y aportar
mayores conocimientos acerca del funcionamiento de los plasmodesmos.
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OBJETIVOS

El objetivo general de la primera parte del trabajo de Tesis fue evaluar el efecto de la
expresién de los genes correspondientes a las proteinas p12 y p8 de PVX en plantas
transgénicas. Con este fin, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Obtener plantas transgénicas que expresen los genes de las proteinas p12 y p8.
Caracterizar el nivel de expresién y el nimero de copias de los transgenes en las
lineas transgénicas obtenidas.

2) Evaluar los efectos de la expresion de la proteina p12 en la patogenia viral.

3) Evaluar el posible establecimiento de resistericia antiviral en las plantas
transgénicas p12.

4) Estudiar posibles alteraciones fenotipicas provocadas por la expresion de la p12
en las plantas transgénicas. ’

5) Expresar y purificar las proteinas p12 y p8 para su utilizacién en la produccion de
anticuerpos.
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Produccion de plantas transgénicas p12 y p8

1. Clonado de los genes ORF3 y ORF4 del PVX

Hace aproximadamente 10 ailos, se obtuvo en el laboratorio un clon denominado
5X41 a partir de una biblioteca de cDNA del genoma de PVX-CP2 (Orman et al, 1990;
GeneBank Accession N° X55802) que contiene en su secuencia parte del gen de la
replicasa viral (ORF 1), los genes del bloque triple (ORFs 2, 3,y 4), y el gen de la CP
(ORF 5). Posteriormente, la Dra. Ares subcloné las secuencias correspondientes a los
ORFs 3 y 4 a partir del clon 5X41 en el vector comercial TA. Para tal fin, se habian
diseflado cuatro oligonucléotidos iniciadores con el objeto de ampilificar los fragmentos
de DNA correspondientes a los ORFs 3 y/o 4 mediante la técnica de PCR (Fig. 6).
Para facilitar los pasos de subclonado posteriores y favorecer la traduccion proteica en
plantas, se incluyeron en las secuencias de los iniciadores sitios de reconocimientos
para las enzimas de restriccion y la secuencia AACA en la posicién adyacente al
codén de iniciacion de los oligonucleétidos a y ¢ (ver Materiales y Métodos). De esta
forma se obtuvieron, tres clones recombinantes conteniendo los fragmentos
correspondientes a los ORF3 y/o 4. El vector que contenia al ORF3 se denominé
pTAA, el que contenia al ORF4, pTAC4, y el que incluia los ORFs 3 y 4, pTABS. Todos
los genes clonados fueron secuenciados completamente para confirmar la ausencia de
mutaciones que pudieran haberse introducido durante el proceso de amplificacion. Se
descarté al clon pTAA porque se encontraron cambios en algunas bases respecto de
la secuencia del ORF3. Se decidié utilizar a los clones pTABS y pTAC4 como fuentes
de las secuencias respectivas (ver Seccion 2-1).

Re 24
A P P p12 g CP

pTAA
Mt 4/ pTAC4

T—1— PTAB5

Fig. 6. Esquema del clonado de los ORFs 3 y 4. A) Esquema del clon 5X41. B) Esquema de los clones
recombinantes. Se indican los fragmentos de PCR obtenidos a partir del clon 5X41 y subclonados en el
vector TA. Para la amplificacién del fragmento correspondiente al ORF3 se utilizaron los iniciadores a y
b, para el fragmento ORF4 se utilizaron los iniciadores c y d, y para el fragmento ORFs 3 y 4 se
emplearon los iniciadores a y d, respectivamente. E: sitio de restriccion para la enzima Eco R!.



2.1. Subclonados de ORF3 y ORF4 en el vector binario pBI121

Uno de los principales objetivos de la Tesis fue la obtencién de plantas de tabaco
transgénicas que expresaran a la proteina p12 de PVX. Con tal fin, se subcloné la
secuencia del ORF3 proveniente del clon pTABS en el vector binario pBI121 como se
muestra en la Fig. 7A. El proceso del subclonado se detalla en la leyenda de la figura.
El clon resultante, denominado pBl12a, se utiliz6 para transformar células de A.
tumefaciens, las que luego se utilizaron para introducir al gen ORF3 en el genoma
vegetal bajo el promotor constitutivo p35S. De la misma manera, se subcloné el ORF4
a partir del clon pTAC (Fig. 7B)

A
pBI121
pTAB5 Hind Wl Xba Laam HI Sstl
[ ] . —
p35S GUS tnos
Bam HI Hinf |
ORF3 |
; [ ORF4 | l 1) Sst /T4 DNA pol
: ! 1) Hinf UKlenow 2) Bam HI
: ¢ ! 2)BamHI Bam HI romo
| l
I

Bam HI[ romo p— L—:I—\\
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£ 3 - — -++-:|-4 pBI 12a
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Fig. 7A. Esquema de los pasos de clonado para el vector pBl12a. La secuencia correspondiente al ORF3
fue liberada a partir del clon pTABS, mediante sucesivas digestiones con las enzimas Hinf | (este extremo
fue convertido en la forma romo con la DNA polimerasa | fragmento Klenow) y Bam HI. Luego, el inserto
fue subclonado directamente en el vector pBl121 sucesivamente tratado con las enzimas Sst | mas DNA
polimerasa T4 (convertido en romo) y Bam Hl. LB y RB: bordes izquierdo y derecho del T-DNA. pnos:
promotor del gen de la nopalina sintetasa. npt I: gen de la neomicina fosfotransferasa, p35S: promotor del
transcripto de 35S del CaMV. tnos: terminador del gen de la nopalina sintetasa. Los sitios de restriccion
del pBl12a estan indicados como H: Hind lil; B: Bam HI; E: Eco RI.
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Fig. 7B. Esquema de los pasos de clonado para el vector pBl8a. La secuencia correspondiente al ORF4
fue liberada a partir del clon pTAC4, mediante sucesivas digestiones con las enzimas Bam HI (este
extremo fue convertido en la forma romo con la DNA polimerasa | fragmento Klenow) y Xba |. Luego, el
inserto fue subclonado directamente en el vector pBl121 sucesivamente tratado con las enzimas Sst |
méas DNA polimerasa T4 (convertido en romo) y Xba I. LB y RB: bordes izquierdo y derecho del T-DNA.
pnos: promotor del gen de la nopalina sintetasa. npt /l: gen de la neomicina fosfotransferasa, p35S:
promotor del transcripto de 35S del CaMV. tnos: terminador del gen de la nopalina sintetasa. Los sitios de
restriccién para las enzimas del pBl8a estan indicados como H: Hind Iil; X: Xba |; E: Eco RI.

2.2 Transformacién vegetal mediante A. tumefaciens

Se co-cultivaron explantos de hojas de tabaco N. tabacum Xanthi D8 NN crecidas in
vitro, con un cultivo saturado de Agrobacterium conteniendo el plasmido pBl12a (ver
Materiales y Métodos). Después de la incubacién, los explantos fueron transferidos a
un medio conteniendo kanamicina como agente de seleccién de callos transgénicos.
Posteriormente, se transfiri6 un solo brote (o callo) por explanto de hoja a otro medio
de crecimiento para desarrollar plantulas, favoreciendo asi la seleccién de eventos de
transformacién independientes. Luego de 2 a 3 meses, los callos se diferenciaron en
plantulas y las mismas fueron finalmente individualizadas para ser designadas como
lineas transgénicas. Se procedié de la misma forma para la obtencion de lineas
transgénicas de plantas p8. En este caso, la incubacion se realizé utilizando un cultivo
saturado de Agrobacterium conteniendo el plasmido pBi8a.
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Se seleccionaron en total 20 lineas transformadas con pBl12a y 20 lineas
transformadas con pBl8a. Las plantas fueron crecidas en el invernaculo, se
autopolinizaron y se obtuvieron semillas F1 de ambos tipos de plantas.

2.3. Caracterizacion de las plantas transgénicas p12

Como se muestra en la Fig. 7, durante la transformacién vegetal se introdujo, ademas
del gen ORF3, el gen que confiere resistencia a kanamicina (npt /l). La proteina NPT
Il, ademas de permitir la seleccion de plantas transformadas en medio conteniendo el
antibiético, permitié evaluar la presencia del transgen en las mismas mediante un
ensayo de fosforilacion in vitro, lo cual facilité el descarte de aquellas que pudieran
haber escapado a la seleccién. Del total de 20 plantas seleccionadas, se analizaron 15
plantas y en todas se obtuvieron sefiales positivas. En la Fig. 8, se muestra el analisis
correspondiente a algunas muestras provenientes de plantas resistentes a kanamicina,
transformadas con el vector pBl12a.

1 2 3 4 ‘
6 7 8 - +

o0 ¢+  *

Fig. 8 Ensayo de NPT Il en plantas transformadas con el vector pBl12a. Se muestra una placa
autoradiogréfica correspondiente a una membrana de fosfocelulosa con extractos de plantas
seleccionadas en kanamicina, indicados del 1 al 8. Control -: extracto de una planta no transgénica.
Control +: extracto de una planta transgénica NPT II.

Posteriormente, las plantas p12 fueron analizadas mediante el ensayo de Northern blot
para estimar el nivel de acumulaciéon del transcripto del ORF3 en las plantas
transgénicas. Como se muestra en la Fig. 9, se detectaron bandas correspondientes al
mRNA del ORF3 en varias de las plantas analizadas. Al comparar los niveles de
expresion de las distintas lineas, se pudo determinar que las plantas p12-13 y p12-101
acumulaban mas cantidad de mRNA del ORF3 que las plantas p12-2 y p12-3.
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Fig. 9. Analisis de Northern Blot de las plantas p12. Se analizaron varias plantas transgénicas p12 (carriles
p12-3 a p12-13) y se determinaron los niveles de expresion del transgen utilizando como sonda un
fragmento de cDNA conteniendo las secuencias de los genes ORFs 3 y 4 marcado con P*. D8: planta
control no transgénica. Para el control de siembra se utilizd como sonda un fragmento de DNA
conteniendo la secuencia del DNA ribosomal de 17S.

Luego, se analizaron las plantas p12 seleccionadas mediante la técnica de Southern
blot para determinar el numero de copias del transgen. Como se muestra en la Fig. 10,
se observé una sola banda en la muestra correspondiente a la linea p12-3 lo que, de
acuerdo con el mapa de restriccion correspondiente, indica la presencia de una unica
copia del transgen (ver Fig. 7) En otras plantas, como p12-2 y p12-101, se observé
mas de una banda por genoma.

Paralelamente a este andlisis, se estudié la segregacion mendeliana del gen de
seleccion npt Il en las mismas plantas trasgénicas y en sus descendientes (ver
Materiales y Métodos), lo que permitié confirmar los resultados obtenidos en el ensayo
de Southern blot. Se eligi6 a la planta p12-3 para obtener una linea homocigota. Cinco
plantas F1 de p12-3 (plantas denominadas de | al V) fueron autopolinizadas para
obtener semillas F2 de cada una de ellas. La totalidad de las plantas F2 provenientes
de las plantas F1 IV y V resultaron resistentes a kanamicina, indicando que éstas
plantas F1 eran plantas homocigotas. La obtencion de una linea p12 homocigota era
necesaria para trabajar con individuos idénticos (clones) en experimentos que
requieren una fuerte correlacion estadistica, como es el caso de los ensayos de
resistencia y/o obtener plantas transgénicas dobles mediante cruzamiento con otras
plantas transgénicas (por ejemplo, con plantas p8).
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Fig. 10. Analisis de Southem blot de plantas p12. Se digirieron 10 pg de DNA genémico purificado de
plantas transgénicas y control con Hind Ill. La hibridacién se realizé utilizando como sonda un fragmento
de cDNA conteniendo las secuencias de los genes ORFs 3 y 4. La planta p12-3 (3) posee una copia del
transgen; las plantas p12-2 y p12-101 (2 y 101) poseerian por lo menos dos copias. Los nimeros de la
izquierda indican el tamafio aproximado de los fragmentos de DNA en kb. D8: planta control no
transgénica.

2.4. Caracterizacion de las plantas transgénicas p8

Paralelamente a la caracterizacion de las plantas p12, las plantas p8 fueron analizadas
mediante ensayos de fosforilaciones in vitro, de Northem blot y estudios de
segregacion mendeliana del gen npt Il. Como en el caso de las plantas p12, todas las
muestras p8 analizadas dieron sefiales positivas en el ensayo de fosforilacién in vitro.
Posteriormente, en el analisis por Northern blot, se confirmé la expresion de mRNA del
ORF4 en algunas de las plantas seleccionadas (Fig. 11).

-
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Fig. 11. Andlisis de Northern blot de plantas p8. Se analizaron varias lineas transgénicas p8 (carriles p8-3
a p8-103) y se determin6 la expresion del transgen utilizando como sonda un fragmento de cDNA
conteniendo la secuencia del gen ORF 4 marcado con P*. . D8: planta control no transgénica.




No se determiné el nimero de copias del transgen de las plantas p8 por la técnica de
Southemn blot. Sin embargo, el analisis de segregacién del gen npt Il permitié
identificar aquellas lineas que contenian una sola copia del transgen para obtener
posteriormente una linea homocigota mediante autocruzamiento. De esta manera, se
seleccioné la linea homocigota p8-12.

3. Produccion de antisueros anti-p12 y anti-p8

3.1. Subclonados de los genes ORF3 y ORF4 en vectores de expresién bacteriana

Primeramente, se intentd expresar a las proteinas p12 y p8 en células bacterianas
utilizando los vectores de expresién comerciales pMALc y pKK223-3. Con tal fin, los
fragmentos correspondientes a las secuencias de los ORFs 3 ¢ 4 fueron subclonados
directamente en cada uno de los vectores. El esquema seguido para el clonado se
esquematiza en la Fig. 12. Luego, se seleccionaron varios clones transformadas con
cada construccién y se procedid a expresar las proteinas p12 y p8 en células
bacterianas. A pesar de los reiterados intentos, en ningin momento se detectd la
expresion de dichas proteinas (por lo menos a niveles detectables en geles de SDS-
PAGE). Se desconoce con certeza la causa de esta falta de expresion en bacterias, ya
que no se encontraron mutaciones ni corrimientos del marco de lectura en las
secuencias subclonadas en los plasmidos recombinantes obtenidos. Se especula que
las proteinas p12 y p8 podrian resultar téxicas para las bacterias, debido a su
naturaleza hidrofébica (ver Introduccién). Existen reportes indicando que algunas
proteinas muy hidrofébicas, han resultado dificiles de expresar en células bacterianas
(Sisk et al., 1992).
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Fig. 12. Esquema de los pasos de subclonados de los genes ORFs 3 y 4 en vectores de expresion
bacteriana pMALc2 y pKK223-3. A) La secuencia correspondiente al ORF3 fue liberada del clon pTABS,
mediante digestion con las enzimas Hinf | (el extremo fue convertido en la forma romo con la DNA
polimerasa |, fragmento Klenow) y Eco RV. Luego, el inserto fue subclonado directamente en el vector
pMALc previamente tratado con la enzima Xmn |, de manera tal de conformar un marco de lectura
continuo entre las secuencias del ORF3 y el gen MBP. Para la construccion del plasmido pKKp12, el
fragmento del ORF3 fue subclonado en el vector pKK223-3 previamente tratado con la enzima Sma |. B)
Se procedi6 en forma analoga para el subclonado del ORF4. La secuencia correspondiente al ORF4 fue
liberada a partir del clon pTAC4, con la enzima Eco RV. Luego, el inserto fue subclonado en el vector
pMALc previamente tratado con la enzima Xmn |. Para la construccion del plasmido pKKp8, el fragmento
correspondiente al ORF4 fue subclonado en el vector pKK223-3 previamente tratado con la enzima Sma |.
ptac: promotor artificial del gen Lac que es inducible por el IPTG.

3.2. Subclonado del ORF3 en un vector de expresién basado en baculovirus

Como una altemativa a la expresion en bactenas, se diseié6 una estrategia de
expresion basada en baculovirus y en células de insecto. En muchos casos, el uso de
células eucariotas permite sortear el problema de expresar proteinas muy hidrofébicas
debido a que la presencia de endomembranas facilita la exclusiéon de las mismas del
citoplasma por compartimentalizaciéon, lo que determina una mejor tolerancia a su
toxicidad. Con tal fin, se subclonaron los genes correspondientes a los ORFs 3 y 4 en
un vector que contiene el promotor y parte del gen de la polihedrina del baculovirus
pVL1393. Al co-transfectar el plasmido recombinante con el genoma del baculovirus
(ver Materiales y Métodos) en células sf9, ocurre una recombinacion homoéloga entre el
DNA viral y el DNA plasmidico, produciéndose un genoma de baculovirus



recombinante que contiene al gen de interés bajo el promotor del gen de la
polihednna. El clon resultante, que contiene los genes correspondientes a los ORFs 3
y 4 en una disposicién similar a la que se encuentra en el genoma de PVX, se
denominé pVL12a. Cabe destacar que, a pesar de la presencia de los dos genes, el
clon pVL12a s6lo expresaria la proteina p12, dado que el clonado fue realizado de tal
manera de conservar el consenso traduccional (secuencia de Kozack) que estaba
presente en el extremo §' de la secuencia del ORF3 en el clon pTABS. La secuencia
del ORF4 en el plasmido pTABS no contenia el consenso traduccional. Paralelamente,
se obtuvo el clon denominado pVL8a que contenia Unicamente a la secuencia
correspondiente al ORF4. En forma similar que lo realizado con el pVL12a, se respet6
el consenso traduccional que estaba presente en el extremo §’' de la secuencia del
ORF4 en el clon pTAC4 para la construccion del clon pVL8a (Fig. 13).
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Fig. 13. Esquema de los pasos seguidos en la construccion de los clones pBVL12a y pVL8a. La
secuencia correspondiente a los ORFs 3 y 4 fue liberada a partir del clon pTABS, mediante digestiéon con
la enzima Eco Rl y subclonada directamente en el vector pVL1393 previamente tratado con Eco RI. Para
la obtencién de pVL8a, la secuencia correspondiente al ORF4 fue liberada mediante digestiéon con la
enzima Eco RI a partir del clon pTAC4 y subclonada en el vector pvVL1393 tratado con la misma enzima.
pPoly: promotor del gen de la polihedrina. Poly: secuencia del gen de la polihednna. En los recuadros se
muestran las secuencias correspondientes a las regiones 5° de ORFs 3 y 4 u QRF4, con el codén de
iniciacion marcado en negrita y las bases respetan el consenso traduccional subrayadas. El codon de
iniciacion modificado del gen de la polihedrina se indica con letras en italicas.

Los clones pVL12a y pVL8a fueron secuenciados para confirmar la orientacion de los
insertos subclonados. Luego, los clones obtenidos se co-transfectaron junto con el



genoma del baculovirus mutante de acuerdo a las instrucciones especificadas en el kit
comercial (ver Materiales y Métodos). Esta etapa del trabajo se realizé en el INTA-
Castelar bajo la direccién técnica del Dr. Oscar Taboga.

3.3. Expresién de las proteinas p12 y p8 en células eucariotas sf mediante
baculovirus recombinantes

Para detectar los baculovirus recombinantes producidos en la co-transfecciéon, se
realizaron los pasos detallados en la secciéon Materiales y Métodos. Brevemente, se
realizaron diluciones seriadas de los sobrenadantes del medio de cultivo provenientes
de las células co-transfectadas. Luego, se evaluaron la presencia de baculovirus
recombinantes mediante ensayos de dot blot, en los cuales las membranas con
extractos de ceélulas sf9 infectadas con las diluciones seriadas mencionadas fueron
hibridadas con fragmentos de ORFs 3 y 4 u ORF4 marcados con P* (ver Materiales y
Métodos). Las muestras que dieron seflales positivas con las sondas mencionadas
sugerian la presencia de baculovirus recombinantes. Como era de esperar, se
obtuvieron seilales positivas en ailgunos de los pocillos infectados con diluciones de
10, por lo que se consideré que el inéculo inicial con el que se infecté estaba lo
suficientemente diluido para permitir la entrada de a lo sumo 1 virion por pocillo. Para
la obtencion de clones individuales, se tomaron los baculovirus recombinantes de los
pocillos A3 y H2 (Fig. 14).
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Fig. 14. Placa autoradiografica de un Dot-blot correspondiente a una placa de 96 pocillos. Las diluciones
de los in6culos estan indicadas en la parte superior. Los clones seleccionados se encuentran marcados
con circulos. E! simbolo + indica los dots realizados con el plasmido pVL12a, como contro! positivo.
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Posteriormente, se amplifico la poblacién de baculovirus recombinantes mediante
infecciones repetidas y sucesivas de cultivos celulares crecidos en botellas de cultivo

hasta alcanzar titulos de 108-109 particulas infectivas/ml. Se infectaron luego las
placas de cultivos celulares a multiplicidades de infeccién de entre 0,1 a 0,01.

Las muestras obtenidas a partir de las infecciones fueron analizadas en un SDS-PAGE
(Fig. 15), en el que se indica la posicién de la banda correspondiente a la proteina p12
expresada por el clon H2. A pesar de que la expresion de la proteina p12 pudo ser
detectada, su nivel resulté ser demasiado bajo, dificultando los pasos posteriores de
purificacién de la misma. Ademas, en este caso particular, la banda correspondiente a
la proteina p12 se superponia con una proteina celular/viral de tamafio similar

29 —
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Fig. 15 Andlisis de expresion de la proteina p12 en células sf9 en SDS-PAGE 18%. Las muestras
corresponden a extractos proteicos obtenidos de células Sf9 no infectadas (Sf9), o infectadas con
baculovirus wild type (WT) y baculovirus recombinante de p12 H2 (p12). La banda correspondiente a la
proteina p12 esta indicada con una flecha. Los nimeros a la izquierda indican las bandas del marcador
de peso molecular (M) en kDa.

En ensayos paralelos, se analizaron las muestras obtenidas a partir de infecciones
realizadas con el clon p8 en geles de SDS-Tricina, los cuales permiten analizar
proteinas de bajo peso molecular. Como puede observarse en la Fig. 16., la banda
correspondiente a la proteina p8 se ubica en una posicién inferior a la banda de 6 kDa
del marcador de peso molecular. Esta migracién no esperada podria deberse a las
propiedades fuertemente hidrofébicas de la proteina recombinante. Alternativamente,
el menor tamafo aparente de la proteina p8 podria deberse a degradacién proteica.
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Fig. 16 Andlisis de expresion de la proteina p8 en un gel de SDS-Tricina. Las muestras corresponden a
extractos proteicos obtenidos de la linea celular infectada con el baculovirus wild type (WT), o con el
baculovirus recombinante p8 A1 (p8). La banda correspondiente a la proteina p8 esta indicada con una
flecha. Los numeros a la izquierda indican las bandas del marcador de peso molecular (M) en kDa.

3.4. Purificacién e inoculacion de las proteinas p12 y p8 para la obtencién de
antisueros

Las proteinas p12 y p8 fueron purificadas de extractos celulares infectadas con
baculovirus a partir de geles preparativos de SDS-Tricina. Luego de identificar las
bandas por tincion reversible, las mismas se extrajeron de los geles, y se liofilizaron
para inocular ratones. Para ello, se empleé el macerado de gel triturado junto con
adjuvante de Freund’s. Previa verificacién del grado de pureza y de la concentraciéon
aproximada de ambas proteinas mediante analisis en SDS-PAGE, se inocularon
ratones con las proteinas semi-purificadas por via intraperitoneal. Se siguié un
esquema de inmunizacion tipico (ver Materiales y Métodos). Se realizaron varios
refuerzos de antigeno (o boosters) con alicuotas del inéculo. Se recolecté la sangre de
los animales por puncién cardiaca y se analizaron los sueros de los animales mediante
ensayos de Western blot.

El antisuero anti-p8 fue capaz de reconocer a la proteina p8 en el extracto proveniente
de células infectadas con baculovirus, revelando una banda de aproximadamente 6
kDa. En cambio, el antisuero anti-p12 fue capaz de reconocer una banda a la altura de




Capitulo 1 - Resultados | - 42 -

12 kDa en el extracto de células que fueron infectadas con baculovirus recombinante,
pero también detect6 una banda de proteina de aproximadamente el mismo tamafio
en extractos de células infectadas con el baculovirus wild type (Fig. 17). Debido a ello,
no se pudo confirmar la formacién de anticuerpos especificos contra la proteina p12.
En ninguno de los dos casos, los antisueros obtenidos en los ratones pudieron
reconocer a las proteinas p12 o p8 en extractos provenientes de plantas transgénicas
o de plantas infectadas con PVX. Por lo tanto, estos antisueros no resultaron
apropiados para encarar los objetivos propuestos inicialmente.
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Fig. 17. Ensayo de Western blot revelado con antisueros producidos en ratones. A) anti-p8 (dilucion
1:500). B) Anti-p12 (diluciéon 1:500). Se utilizaron geles de poliacrilamida de 15%. WT: extracto de
células infectadas con baculovirus wild type. p12 y p8: células infectadas con baculovirus recombinantes
p12 H2 y p8 A1, respectivamente. La flecha indica la banda correspondiente a la proteina p8. Los
numeros a la izquierda indican las bandas del marcador de peso molecular en kDa.

3.5. Expresion de la proteina p12 en la cepa BL24 de E. coli

El fracaso del intento referido anteriormente podia adjudicarse a los bajos niveles de
expresion de las proteinas recombinantes en las células de insecto y, en el caso de la
proteina p12, la presencia de una proteina contaminante en los extractos que co-
purificaba con la misma de geles preparativos.

En el afio 1997, se report6 la obtenciéon de un antisuero especifico contra la proteina
p8 de PVX a partir de un sistema de expresion bacteriano (Hefferon et al., 1997). Por
tal motivo, se decidié concentrar el esfuerzo en producir antisuero anti-p12. Como se
explico antes, los intentos en que se utilizaron los vectores pMALc y pKK233-3
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fracasaron porque, probablemente no se logré una eficiente represién de la expresion
basal de la proteina p12. Para evitar la muerte bacteriana por un posible efecto téxico
de la proteina p12, se decidi6 utilizar otro sistema de expresion que permitiera reprimir
fuertemente la expresion basal de la proteina durante la etapa de crecimiento
bacteriano. Se eligi6 el sistema de expresion basado en la cepa BL24 de E. coli, la
cual porta el gen de la RNA polimerasa T7 bajo un promotor bacteriano
termoinducible. De esta forma, se subcloné el gen ORF3 en el vector pRSETc que
contiene el promotor T7, en fase con el marco de lectura abierto del vector obteniendo
al clon pRSETp12 (Fig. 18).

¢ Eco RI/Klenow
6XHIS
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Fig. 18. Esquema de los pasos seguidos para la construccion del clon pRSETp12. La secuencia
correspondiente a los ORFs 3 y 4 fue liberada a partir del clon pTABS mediante digestion con la enzima
Eco Rl mas Klenow. El vector pRSETc fue previamente tratado con Eco Rl mas Klenow. El subclonado
del inserto se realiz6 de manera tal de conformar un marco de lectura continuo con la secuencia que
codifica las seis histidinas (6XHIS) en el vector. pT7: promotor T7.

A continuacién, se transformaron células BL24 con el plasmido recombinante
pRSETp12. Si bien el cultivo transformado con dicho vector crecié a ritmo mucho mas
lento que las células transformadas con el vector original, se establecieron condiciones
de incubacién para mejorar el nivel de expresion de la proteina p12 (ver Materiales y
Métodos). A pesar de la eficiente represion de la expresién basal en esta cepa, se
detectd la expresion de la proteina p12 en condiciones de no induccién. Esto no
impidié6 que el cultivo bacteriano creciera hasta alcanzar una densidad apropiada
(DOeoo de 0,3 a 0,5) para la induccién de la expresion. La proteina p12 expresada
presenté un tamarfio aparente de aproximadamente 16 kDa debido a la fusién con los 6
residuos de histidina provenientes del vector y formé cuerpos insolubles en las células
bacterianas. Este hecho facilité la purificaciéon de la proteina, ya que se pudo
enriquecer el extracto original a partir de la fraccién insoluble de los lisados celulares
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(Fig. 19). Se procedié luego a purificar la proteina mediante geles preparativos, tal cual
como se detalla en Materiales y Métodos. Finalmente, la proteina p12 purificada fue
inoculada en conejos de laboratorio siguiendo un esquema de inmunizacion
convencional.
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Fig. 19. Anélisis de expresion de la proteina p12 expresada en células BL24 de E. coli. Calle 1: marcador
de peso molecular en kDa. Calle 2: extracto de células de E. coli transformadas con pRSETc. Calle 3:
extracto de células de E. coli transformadas con pRSETp12 sin inducir. Calles 4 y 5: extractos de células
de E. coli transformadas con pRSEp12 e inducidas por calor. Calle 6: fraccién de cuerpos insolubles
purificados de extractos provenientes de células de E. coli transformadas con pRSETp12. Calle 7:
fraccién soluble de células de E. coli transformadas con pRSETp12. La flecha indica la banda
correspondiente a la proteina p12 fusionada a 6 residuos de histidina.

Al cabo de 2 meses, se probaron los antisueros obtenidos en 2 animales para evaluar
la respuesta inmune. Con tal fin, se realizaron ensayos de inmunodeteccion por
Western blot con extractos provenientes de células BL24 que expresaban la proteina
p12 y también con extractos de células de insecto sf9 infectadas con el baculovirus
recombinante para la proteina p12. Los resultados indicaron que los antisueros de los
2 animales poseian propiedades muy parecidas. Por tal motivo, se eligi6 a uno de
ellos, y se lo denominé anti-p12 C1. Como se muestra en la Fig. 20, el nivel de ruido
de fondo y las sefales inespecificas contra proteinas bacterianas impidieron
determinar si el antisuero anti-p12 C1 era capaz de detectar a la p12 expresada en
bacterias. Por otro lado, el antisuero fue capaz de detectar en forma especifica a la
proteina p12 expresada por baculovirus. A pesar de este hecho, el anti-p12 C1 no fue
capaz de detectar proteina p12 en extractos de plantas transgénicas p12 ni en plantas
de tabaco infectadas con PVX. Probablemente, los niveles de expresion de proteina
p12, tanto en las plantas transgénicas como en las infectadas, son bajos. A ello debe
sumarse el hecho de que el anti-p12 C1 obtenido no tuviese un titulo alto ni una
afinidad suficiente para detectar bajas concentraciones de p12 en ensayos de Westem
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blot. En un intento de superar estos posibles problemas, se realizaron
fraccionamientos subcelulares de extractos provenientes de plantas tabaco
transgénicas p12 o infectadas con PVX para separar las fracciones enriquecidas en
membranas, en las que, debido a su naturaleza hidrofébica, se esperaba que
estuviese presente la mayor parte de la p12 expresada. Sin embargo, en ninglin caso
se pudo detectar la presencia de la proteina p12 con el anti-p12 C1.
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Fig. 20. A) Analisis de Western blot con anti-p12 C1. BL24: extracto de células de E. coli sin transformar.
pRSETp12: extracto de células de E. coli transformadas con pRSETp12. B) Analisis de Western blot con
extractos de células infectadas con baculovirus. WT: extracto de células sf9 infectadas con baculovirus
wild type. p12: extracto de células sf9 infectadas con el baculovirus p12 H2. Ambas membranas fueron
reveladas con el antisuero anti-p12 C1 (dilucién 1:1000) y con anti-conejo unido a fosfatasa alcalina. La
flecha indica la banda correspondiente a la proteina p12. Los nimeros de la izquierda indican los tamafios
de las bandas correspondientes al marcador de peso molecular (M) en kDa.

Paralelamente, se analizaron extractos provenientes de aquellas lineas transgénicas
que expresaban niveles levemente mas elevados de mRNA de ORF3, tales como las
lineas p12-101 y p12-2. Tampoco se pudo detectar la proteina p12 en dichas muestras
empleando el anti-p12 C1.

Se analizaron también dos tipos de protoplastos con el anti-p12 C1: 1) provenientes de
plantas control infectadas con PVX y 2) obtenidos a partir de plantas transgénicas p12.
Se prepararon extractos a partir de los mismos y se los analizé mediante ensayos de
Western blot. A pesar de los reiterados intentos, no se obtuvo ningin resultado
positivo.
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3.6. Inmunizacién de ratones mediante inoculacién de DNA

El metodo consistié en inyectar los plasmidos conteniendo el gen ORF3 bajo la
regulacion del promotor CMV (proveniente del genoma de citomegalovirus), de
expresion constitutiva, en células animales. Segun la bibliografia, a partir de los
plasmidos inyectados en musculos de animales, se transcriben los mRNA del geny se
sintetizan las proteinas en el interior de las células. Luego, por la via de presentaciéon
antigénica, se producen anticuerpos contra el antigeno expresados a partir de propia
célula del animal (Gurunathan et al., 2000). Con este fin, la secuencia correspondiente
al gen ORF3 fue subclonada en el vector pcDNAIII, para su posterior inoculacion y
expresion en tejidos animales. Los plasmidos purificados fueron inyectados
intratibialmente en ratones (ver Materiales y Métodos) y se obtuvieron muestras de
sueros de los animales vacunados que fueron analizadas mediante ensayos de
Westem blot. Ninguno de los antisueros obtenidos fue capaz de reconocer a proteina

p12 expresada en bacterias ni en plantas.

3.7. Expresién de la region hidrofilica de proteina p12 en células de E. coli

Altenativamente, se subclon6é el fragmento de DNA que codifica a la region
correspondiente al dominio hidrofflico de la proteina p12, de tal manera que quedara
en fase con el marco de lectura abierto del gen de la MBP (maltose binding protein) en
el vector comercial pMALc (Fig. 21). Mediante este enfoque, se especulaba con
aumentar los niveles de expresién eliminando los dominios hidrofébicos de la proteina
p12, los que muy probablemente impedian una adecuada acumulaciéon en bacterias
debido a su toxicidad. Se logré expresar una proteina de fusion compuesta de la MBP
y la region hidrofilica de la p12 en células de E. coli. Sin embargo, las inoculaciones
realizadas en conejos con la proteina fusionada a la region hidrofilica de p12 no
produjeron antisueros apropiados para la deteccion de la misma en extractos de
bactenas, células sf9 infectadas con baculovirus, ni plantas transgénicas.

3.8. QOligobodies

Como una uitima opcién, se intenté obtener una sonda de oligobodies (Bianchini, et
al., 2001) mediante la utilizacién de dos péptidos correspondientes a la secuencia
hidrofilica de la p12. Los oligobodies son una coleccion de oligonucleétidos de simple
cadena que actuan como si fueran anticuerpos, reconociendo a las proteinas contra
las cuales fueron seleccionados. Estos trabajos se realizaron bajo la direcciéon del Dr.
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Santa-Coloma y del Lic. Bianchini en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas,
Fundacién Campomar. Lamentablemente, los oligobodies seleccionados a partir de los
péptidos de p12 no pudieron detectar a la proteina p12 en los extractos de plantas
transgenicas ni de plantas infectadas, a pesar de reconocer a la proteina p12
expresada en el sistema de baculovirus (Fig. 22)
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Fig. 21. Esquema de los pasos de construccion seguidos para obtener el clon pMALc120. Se liber6 la
secuencia comprendida entre los nucleétidos 5254 y 5363 (region intema del ORF3) del genoma viral a
partir del clon pTABS, mediante la digestion con la enzima Xba | y se subclon6 la misma en el vector
pMALc2 previamente tratado con dicha enzima de manera tal para conformar un marco de lectura
continuo con la secuencia del gen MBP. pTac: promotor tac.
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Fig. 22. Ensayo de Westemn bilot revelado con oligobodies. WT: extracto de células infectadas con
baculovirus wild type. p12: extracto de células infectadas con el baculovirus recombinante p12 H2. La
flecha indica la banda correspondiente a la protelna p12. Los numeros a la izquierda indican las bandas
del marcador de peso molecular en kDa.
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4. Experimentos de trans-complementacion

4.1. Construccién de una version modificada de PVX mutada en el gen ORF3

Para poder demostrar la presencia de proteina p12 funcional en las plantas
transgénicas, se realiz6 experimento de trans-complementacién con un virus
delecionado en el gen correspondiente. En el caso de ocumir la trans-
complementacion, la proteina expresada en las células de plantas transgénicas
aportaria en frans las funciones propias de la proteina p12, restaurando asi la
capacidad de movilizacién del virus mutante. Como hasta ese momento la Unica
evidencia que se posefa sobre la expresion de la proteina p12 en las plantas
transgénicas era la banda de mRNA del ORF3 en los andlisis de Northemn, resultaba
del mayor interés demostrar la presencia de la proteina funcional para continuar el
proyecto y avanzar en la caractenzacion de las plantas obtenidas.

Para la construccion del virus mutante, se parti6é de la copia completa del genoma de
PVX obtenida en el nuestro laboratorio por la Dra. G. Calamante (Calamante, 1998). El
clon de copia completa de PVX fue obtenido mediante ligaciones de fragmentos de
cDNA del genoma de PVX, y fue denominado pPVX3. Dicha copia, que comprendia
los nucledtidos 1-6432 del genoma viral y una cola de poli(A) de 24 residuos, fue
ligada rfo abajo del promotor de la RNA polimerasa T7 dentro del plasmido pUC18. La
mayor parte del clon pPVX3 fue secuenciado previamente y se demostré que era
totalmente funcional en experimentos de infeccion en plantas de tabaco. Para la
construccién de la version mutada del vector viral, se utilizé el plasmido pPVX3Nhe |,
el cual contenia un fragmento Nhe I/Nhe | correspondiente a las posiciones entre 4874
a 5792 del genoma de PVX en el vector comercial pBuescript SK+. Los sitios de
reconocimiento para la enzima Nhe | en ambos extremos del inserto estan
conservados en la secuencia genémica. Al digenr con Xba | al plasmido pPVX3Nhe |,
se delecion¢ el fragmento correspondiente a las posiciones 5254-5363 de 108 pb, y se
re-ligaron los extremos. Luego, se liber6 el inserto Nhe I/Nhe | conteniendo la delecién
de 108 pb y se lo subcloné en el vector pPVX3 en reemplazo de la secuencia original.
El clon resultante, denominado pPVXAp12, es una version mutante del clon pPVX3
con una delecion de 108 pb correspondiente al ORF3 del genoma (Fig. 23).
Posteriormente, en ensayos con protoplastos, se pudo confirmar que el virus mutante
era capaz de replicar en las células vegetales.
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Fig. 23. Esquema de los pasos seguidos en la construccién del clon pPVXAp12.

4.2. Ensayos de infeccion con pPVXA4p12 en plantas p12

Para infectar las plantas p12 con el virus mutante, se realizaron reacciones de
transcripcién in vitro utilizando como molde al plasmido pPVXAp12. Como control se
utilizé al clon pPVX3. Ambos plasmidos fueron previamente linealizados con la enzima
Kpn | (ver Materiales y Métodos). Luego de confirmar la produccién de los RNAs, se
inocularon las hojas maduras de plantas control D8 y de plantas transgénicas p12-3
con los productos de las reacciones. La Fig. 24 muestra el resultado de la
inmunodeteccion de PVX y de pPVXAp12 revelados con antisueros anti-CP de PVX. El
RNA de pPVXAp12 fue capaz de infectar a la planta transgénica p12-3, pero no fue
capaz de infectar a la planta control. La re-inoculacién de la planta control con los
extractos de hoja p12-3 infectada con el RNA del pPVXAp12 no produjo infeccion de la
misma, indicando que no existia una recombinacion del virus mutante en la planta
transgénica que regenerara al virus wild type. Ello confirmé que la infeccién provocada
por el RNA del pPVXAp12 en la linea p12-3 se debia a un fenémeno de trans-
complementacion. Sin embargo, el pPVXAp12 fue incapaz de infectar a hojas
sistémicas superiores de la planta transgénica, sugiriendo que la trans-
complementacién no aportaba todas las funciones necesarias para el desarrolio
normal de la infeccién.
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Fig. 24. Analisis de Western blot de ensayos de trans-complementacién entre plantas p12 y pPVXAp12.
El ensayo fue revelado con anti-CP de PVX (dilucién1:1000). Las muestras analizadas provienen de
plantas D8 y p12-3 inoculadas con los RNAs obtenidos a partir transcripciones in vitro. PVX: pPVX3.
Ap12: pPVXAp12. M: marcador de peso molecular. I: muestra de las hojas inoculadas. U: muestras de
hojas superiores de las hojas inoculadas. P: hojas sin inocular. La banda correspondiente a la CP se
indica con una flecha. Los numeros a la izquierda de las membranas indican las bandas correspondientes
al marcador de peso molecular (M) en kDa
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Caracterizacion de la interaccion entre plantas transgénicas p12 y PVX

1. Alteraciones histolégicas en plantas p12

Se cultivaron plantas p12 en el invemaculo para evaluar su aspecto, tamafio y morfo-
logia. No se observaron anomalias respecto del tamafio, color y nimero de las hojas,
tiempo de floracion ni cantidad de semillas en comparacién con las plantas control
(resultados no presentados). Sin embargo, en algunas ocasiones se registraron retar-
dos en el crecimiento, especialmente en las etapas tempranas del desarrollo.

Al examinar cortes histolégicos transversales de hojas expandidas y maduras de
plantas p12 con el microscopio 6ptico, se observaron algunas ceélulas rotas y amplios
espacios intercelulares conteniendo restos de membranas y organelas en la zona del
meséfilo esponjoso. En el mismo tejido se pudieron observar células con organelas
colapsadas y paredes celulares muy adelgazadas, las que muy probablemente repre-
sentaban estadios intermedios del proceso de degradacion celular (Fig. 25). Llamati-
vamente, estas alteraciones histolégicas fueron observadas s6lo en las hojas maduras
completamente expandidas (Fig. 25 A y D) y no fueron detectadas en cortes de hojas
jévenes (Fig. 25 E), como asi tampoco en tallos o raices. Cuando se analizaron las
plantas transgénicas p8, no se observaron diferencias con respecto a las plantas con-
trol (resultados no presentados).

2. Aparicion de sintomas atipicos en plantas p12 infectadas con PVX

En condiciones ambientales controladas de luz, temperatura, y humedad, la infeccién
de plantas N. tabacum Xhanti D8 NN por la cepa CP2 de PVX provoca un mosaico de
color amarillo. Sin embargo, los cambios en condiciones ambientales y en el estado
fisiolégico de las plantas pueden modificar en mayor o menor grado la sintomatologia

viral.
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Fig. 25. Cortes histologicos correspondientes a secciones transversales de hojas de N. fabacum Xanthi D8
NN (A, C) y p12-3 (B, D). Las muestras se tomaron de la tercera hoja completamente expandida a las 13
semanas post-germinacion. E) y F) muestran secciones correspondientes a la segunda hoja inmadura de
plantas control D8 y p12-3, respectivamente. Las flechas indican las regiones con alteraciones histologi-
. cas. Barras = 100 um (A, B, E, F); 30 um (C, D). E: células epidermales; M: células del mesofilo; *: células

en un avanzado grado de degradacion.
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Al infectar plantas transgénicas p12 con PVX, se observaron inicialmente puntos ama-
rillos en las hojas infectadas que se fueron expandiendo luego para formar, en aproxi-
madamente una semana, anillos amarillos que contenian en su centro tejido verde.
Posteriormente, a medida que estos anillos se iban expandiendo, aparecian en el cen-
tro de los mismos nuevos puntos amarillos, conformando asi anillos concéntricos. En
una fase mucho mas avanzada de la infeccion, los anillos extemos se fusionaban unos
con otros y eventualmente cesaba su expansion. Los sintomas finales consistian en
lesiones comprendiendo 2 a 3 anillos concéntricos rodeadas de un borde fino con as-
pecto necrosado (Fig. 26). Los mismos tipos de anillos aparecian en forma paulatina
en las hojas superiores no inoculadas, acompafando aparentemente la invasion sis-
témica del virus por la planta. Llamativamente, los anillos formados en las hojas supe-
riores eran mas pequefios y coincidian con el tipo de lesiones observadas en la etapa
temprana de la formacion de los sintomas; en algunos casos se observaban sola-
mente puntos amarillos. A medida que la infeccion viral progresaba en la planta, el
namero de anillos o lesiones en las hojas superiores decrecia paulatinamente, hasta
desaparecer por completo en las hojas mas jovenes.

Llamativamente, la inoculacién con la versiéon mutada pPVXAp12 en plantas p12 pro-
dujo unas lesiones cloréticas tenues de 3 a 4 mm de diametro. Cuando se analizaron
los sintomas provocadas por PVX en plantas transgénicas p8, no se observaron dife-
rencias con respecto a las plantas control (resultados no informados).

Fig. 26. Sintomas de la infeccién causada por PVX en plantas de N. tabacum transformadas con el gen
p12. Fotos de la izquierda y del centro: lesiones en forma de anillos concéntricos (marcados con fle-
chas). Foto de la derecha: Sintomas tipicos de PVX (cepa CP2) en hojas de N. tabacum Xhanti D8 NN
(indicadas con flechas blancas). Se observa un mosaico clorético tenue. Barra = 0,5 cm.

Para estudiar si la aparicion de los sintomas dependia de la presencia simultanea de
la proteina p12 proveniente del transgen y de PVX, se realiz6 un experimento con
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plantas que fueron injertadas reciprocamente (Fig. 27). Una de las plantas ensayadas
poseia un pie de planta p12 y un injerto de planta control. La otra planta tenia un pie
de planta control y un injerto de planta p12.

p12 (injerto) @
] Sintomas
_)
PVX @

p12 (pie) i Control (pie)

Fig. 27. Ensayo de infeccién de plantas con injertos reciprocos. Izquierda: esquema del ensayo. Foto de

é
PVX @

Sintomas

la derecha: una de las plantas ensayadas.

Cuando se inoculé con PVX a las hojas correspondientes a los pies de las plantas in-
jertadas, aparecieron lesiones en el pie correspondiente a la planta p12, y no en el de
la planta control. Luego de un tiempo, a medida que el virus invadia la parte superior
correspondiente al injerto, se observaron lesiones unicamente en las hojas correspon-
dientes a la planta p12, y no en las hojas no-transgénicas. Los tejidos no-transgénicos,
tanto en el pie 0 como en el injerto, siempre desarrollaron el sintoma tipico de PVX de
mosaico clorético suave.

3. Resistencia a PVX en plantas transgénicas p12

La aparicion de los sintomas atipicos descriptos mas arriba, junto con la disminucién
del numero de lesiones a medida que la infeccion progresaba, sugiri6 que en las
plantas p12 infectadas con PVX operaba algun mecanismo de defensa. Para evaluar
esta hipétesis, se estimé el curso temporal de la acumulacion viral mediante ensayos
de ELISA tanto en plantas transgénicas (linea p12-3) como en plantas control. Para
ello, se tomaron muestras de las hojas inoculadas y de las hojas no inoculadas (terce-
ra posicion superior contando desde arriba; hojas expandidas con tamafios superiores
a 5 cm de largo) a distintos tiempos del desarrollo de la infeccion. Como se muestra en




la Fig. 28, la acumulacion de PVX en las hojas inoculadas de las plantas transgénicas
y no transgénicas fue estadisticamente equivalente. En cambio, la acumulacion viral
en las hojas superiores de las plantas p12 fue considerablemente menor que el nivel
presente en las plantas control al cabo de 2 semanas de infecciéon. Estos resuitados
fueron congruentes con ia disminucién del nimero de lesiones observado en las hojas
superiores de las plantas p12. También se obtuvieron resultados similares con las
otras lineas transgénicas de p12 que mostraban diferentes niveles de expresion (Tabla
l). Aunque no se pudo establecer una correlaciéon entre el nivel de expresion de p12 y
el grado de resistencia, estos resultados sugerian que la presencia de la proteina p12
transgénica es el factor responsable de inducir esta respuesta defensiva. El curso
temporal de la infeccién de PVX en plantas transgénicas p8 fue similar al observado
en las plantas control (resultados no informados).

Infeccién sistémica

— Fig. 28. Determinaci6én del curso tem-
poral de la acumulacién viral en hojas

de N. fabacum infectadas con PVX.
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_ . J de plantas en cada ensayo, pero todos
. con resultados similares. Panel infe-

Infeccién local
) ) rior: acumulacion viral en hojas inocu-
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0 3 6 9 12 plantas de N. fabacum Xanthi D8 NN;
DPI B: plantas transgénicas p12-3. DPI:

—— dlas post-infeccion.



Tabla l. Resistencia a PVX de plantas transgénicas p12

DPI 0 7 13 16 21 7
Plantas Acumulacién de virus (DO,,s)
D8

0,155 0,201 0,199 1,131 1,186 1,201

0,148 0,202 0,201 1,131 1,197 1,221

0,158 0,240 0,203 1,231 1,183 1,169

p12-101
1 0,156 0,169 0,181 0,200 0,207 0,154
2 0,155 0,178 0,160 0,221 0,199 0,159
3 0,150 0,181 0,163 0,151 0,191 0,171
4 0,151 0,199 0,164 0,153 0,218 0,163
5 0,153 0,193 0,163 0,150 0,166 0,184
6 0,156 0,222 0174 0,162 0,194 0,206
7 0,150 0,246 0,187 0,180 0,170 0,192
8 0,166 0,219 0,206 0,170 0,181 0,169
pi12-2

1 0,155 0,168 0,155 0,220 0,220 0,145
2 0,173 0,169 0,152 0217 0,229 0,151
3 0,154 0,189 0,712 0,152 0,350 0,154
4 0,162 0,187 1,097 0,941 1,034 0,158
5 0,160 0,212 0,192 0,180 0,998 0.181

El curso temporal de la acumulacién viral fue determinado mediante ensayos de ELISA en muestras
provenientes de plantas transgénicas F1 correspondientes a las plantas p12-101 y p12-2 no homocigo-
tas. Los datos corresponden a valores de DO medidos a 405 nm.

4. Ensayos de replicacion viral en protoplastos de plantas p12

Para explicar la resistencia contra PVX observada en las plantas p12, se plantearon
dos hipétesis altemnativas: 1) el virus no podia replicarse normalmente en las células
de las plantas transgénicas p12; 2) el virus era incapaz de movilizarse normalmente
dentro de las plantas p12. También existla la posibilidad de que ambas funciones vi-
rales, la replicaciéon y la movilizacién, estuviesen simultaneamente afectadas durante
la infeccién de las plantas p12.

Para evaluar la primera altemativa, se estimé la capacidad replicativa de PVX en cé-
lulas de plantas p12. Con tal fin, se obtuvieron protoplastos de plantas p12 y se trans-
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fectaron con RNA viral obtenido mediante la transcripcién in vitro del clon pPVX3. De
este modo, se pudo estudiar la replicaciéon viral independientemente del proceso de
movilizacion. Como se muestra en la Fig. 29, la replicacién viral en los protoplastos
p12, evaluada a partir de la acumulacién de CP viral, fue similar a la observada en
protoplastos de plantas no transgénicas. Este resultado constituy6é una fuerte indica-
cion de que la replicacion viral en las plantas transgénicas no estaba afectada. En
consecuencia, se dedujo que la resistencia observada en las plantas p12 era atribuible
a algun tipo de inhibicion de la movilizacién viral.

M ps P12-3

Fig. 29. Replicacion de PVX en protoplastos de plantas p12 y control. La membrana de Westem blot fue
revelada con un antisuero contra la CP de PVX (dilucién 1:1000). La flecha indica la banda correspon-
diente a la CP. D8: Extractos provenientes de protoplastos obtenidos a partir de hojas de plantas control
transfectados con el transcripto infectivo pPVX3. p12-3: Extractos provenientes de protoplastos obtenidos
a partir de hojas de plantas transgénicas p12 transfectados con el transcripto infectivo pPVX3. M: Marca-
dor de peso molecular. 0 y 24 h indican los tiempos de cosecha de los protoplastos en horas luego trans-
fectar con pPVX3. Los pesos moleculares en kDa estan indicados a la izquierda.

5. Ensayos de infeccion con virus pertenecientes a otros grupos

Para evaluar las respuestas de las plantas p12 frente a virus pertenecientes a otros
grupos, las lineas transgénicas p12-2, p12-3 y p12-101 fueron infectadas con TMV y
PVY, pertenecientes a los géneros Tobamovirus y Potyvirus, respectivamente.

Para el caso de PVY, la cinética de la acumulacion viral en muestras correspondientes
a la tercera hoja superior se determin6 mediante ensayos de ELISA. Se tomaron
muestras de las hojas a lo largo del experimento, procediendo de la misma manera




que en el ensayo de infeccién con PVX. Como se muestra en la Fig. 30, no se obser-
varon diferencias significativas con respecto a las plantas control. En ambos tipos de
plantas, la inoculacién de PVY provocéd una infeccidn sistémica. Estos resultados su-
gieren que la respuesta observada en las plantas p12 es una resistencia especifica
contra PVX.

en DO40§

Acumulacién viral

Fig. 30. Determinacion del curso temporal de la acumulacién viral en hojas de plantas p12 infectadas
con PVY. La acumulacién viral se determin6 en hojas sistémicas (tercera hoja supenor). Nimero de
plantas ensayadas: D8 = 2; p12-2 = 3; p12-3: 3. La figura corresponde a un experimento representativo.
El experimento se repitié dos veces con diferentes nimeros de plantas ensayadas pero en ambos casos
con resultados similares. Las barras verticales representan la desviacién estandar. ¢: plantas de N.
tabacum Xanthi NN D8; A: plantas transgénicas p12-2; B: plantas transgénicas p12-3.

La infeccién de TMV en plantas de tabaco que poseen el gen de resistencia dominante
N provoca una respuesta hipersensible (HR) con formacién de lesiones necréticas muy
marcadas en las hojas inoculadas. Se acepta generalmente que existe una correlaciéon
entre el tamafio de las lesiones y el grado de resistencia, siendo que cuanto mas pe-
queiias son las lesiones, mas resistentes son las plantas. Ademas, los factores exter-
nos y/o internos pueden influenciar la respuesta mediada por el gen N. Para determi-
nar si la HR contra TMV estaba afectada en las plantas p12, se midieron el tamafio y
el nimero de las lesiones necréticas formadas en las hojas inoculadas luego de 5 dias
post-infecciéon. No se encontraron diferencias significativas con respecto al nimero ni
al tamafio de las lesiones entre las plantas p12 y control (Fig. 31 y ver también la Ta-
bla Il).
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Fig. 31. Hojas de plantas transgénicas p12 y control inoculadas con TMV. La infeccién se evalué segun el
numero y el tamafio de las lesiones necréticas formadas. No se observaron diferencias con respecto a las
plantas control hasta 12 DPI. Foto de la izquierda: hoja de planta control no transgénica inoculada con
TMV. Foto de la derecha: hoja de planta p12-3 inoculada con TMV. Las flechas indican las lesiones necré-
ticas HR provocadas por la infeccién de TMV.

6. Caracterizacion de la respuesta defensiva presente en las plantas p12

6.1. Determinacion del nivel de transcripto transgénico en presencia del virus

Una de las respuestas defensivas mas efectiva y especifica contra virus que ha sido
caracterizada en plantas estd mediada por un mecanismo de silenciamiento génico
post-transcripcional (PTGS, segun la sigla inglesa). En trabajos previos se demostré
que la infecciéon de plantas de tabaco por PVX induce una respuesta de PTGS, la que
se detecta por la presencia de RNAs de 20 a 25 nucleétidos derivados del genoma de
PVX en las células infectadas (Hamilton y Baulcombe, 1999). Sin embargo, se encon-
tr6 que la proteina p24 codificada por el virus es capaz de suprimir el mecanismo de
PTGS y de permitir el desarrollo de la infeccion (Voinnet et al., 2000). La presencia de
mRNAs con secuencias homologas a las virales en una planta transgénica, aumenta la
probabilidad de que se inicie el fendbmeno de PTGS cuando las células son infectadas
con el virus del que deriva el transgen (Kooter et al., 1999).

;




Se evalué la posible presencia de un mecanismo de degradacién especifica de RNA
comparando la acumulacién de mRNA correspondiente al transgén en muestras de
plantas p12 sanas y previamente infectadas con PVX. Estas Gltimas mostraban los
signos de resistencia descriptos en la Fig. 28 y en la Tabla |. Como controles se toma-
ron muestras equivalentes de plantas p12 sanas y de plantas no transgénicas, sanas e
infectadas con PVX. La presencia de mRNA del ORF3 era detectada en las plantas
transgénicas antes de la infeccion (Fig. 9). Este hecho indicaba claramente que, de
existir silenciamiento durante la respuesta defensiva, la misma seria desencadenada a
partir de la replicacién de PVX en las células p12. Consecuentemente, en el momento
de iniciarse PTGS deberia haber cuatro especies de RNAs conteniendo la secuencia
del ORF3: el transgen, el gRNA viral y los sgRNA1 y sgRNA2 del virus. Durante la co-
supresion, las cuatro especies serian blancos de degradacion especifica. El analisis de
las intensidades de las bandas correspondientes al mMRNA transgénico mediante den-
sitometria de imagen indic6 que los valores relativos eran similares en plantas p12
infectadas y sanas (Fig. 32). Para estimar la intensidad de la banda correspondiente al
mRNA transgénico en la planta p12 infectada con PVX, se resté el valor de la sefial de
fondo proveniente del chorreado de RNA viral de la misma muestra (Fig. 32 C). Para
demostrar que no existian bandas provenientes del virus que coincidiesen con la ban-
da del mRNA del transgen se realizaron dos autoradiografias con diferentes tiempos
de exposicién. Los resultados, que se muestran en la Fig. 32, indicaron que no existia
una degradacion especifica de los mMRNAs que contenian la secuencia del ORF3, co-
mo deberia esperarse en presencia de una respuesta basada en PTGS. Ademas, el
tamario de la banda observada en el ensayo de Northern indic6 que provenia del
mRNA del ORF3 y no del RNA viral o de sus denvados. Por otra parte, tanto en plan-
tas p12 como en las controles infectadas con PVX se observd una prominente sefial
positiva proveniente de los RNAs virales. La cantidad de RNA viral en la planta p12 fue
considerablemente menor en comparacién con las plantas control, como era de espe-
rarse debido a la presencia de una respuesta defensiva en las plantas transgénicas.
Esta disminucién de los RNAs virales coincidia con los resultados presentados en la
Fig. 28.
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Fig. 32. Estimacion semicuantitativa de las intensidades de las bandas correspondientes al transgen me-
diante andlisis de Northern. A) las muestras de RNA total fueron obtenidas de plantas sanas (H) o infecta-
das (l) con PVX a los 14 DPI y corresponden a la tercera hoja superior sistémica de plantas control (D8) y
p12-3 (p12-3). La membrana fue hibridada con la sonda radiactiva del fragmento ORF3 (ORF3), y luego
re-hibridada con una sonda correspondiente a RNA ribosomal (17S). La placa autoradiografica de la iz-
quierda y de la derecha corresponden a 12 y 4 h de exposicion, respectivamente B) Valores obtenidos
mediante andlisis de densitometria de imagen de las bandas correspondientes al ORF3 y a rRNA de 17S
en plantas p12-3 sana e infectada. C) Andlisis de las intensidades de las bandas mediante el Software
NIH Scion Image. Las areas delimitadas por las curvas en los graficos corresponden a las intensidades de
las bandas indicadas en la imagen del andlisis de Northern.
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6.2. Ensayo de co-infeccion PVY-PVX en plantas p12

Se ha reportado que las proteinas HC-Pro de los Potyvirus actian como supresoras
del establecimiento del PTGS (Anandalakshmi et al., 1998). Si la resistencia hacia
PVX observada en plantas p12 estuviera mediada por un mecanismo de silencia-
miento génico, la co-infeccion de PVX y PVY en las plantas p12 revertiria la resistencia
hacia PVX observada en las plantas p12.

Para evaluar esta posibilidad, se co-infectaron plantas p12 (linea p12-3) con PVX y
PVY y se midié acumulacién de PVX en muestras correspondientes a la tercera hoja
superior mediante ensayos de ELISA. Como se muestra en la Fig. 33, la curva de
acumulaciéon de PVX en funcion del tiempo en plantas p12 co-infectadas fue similar a
la presentada en la Fig. 28 y en la Tabla |. A pesar de mostrar severos sintomas pro-
vocados por PVY en las hojas superiores, estos resultados sugirieron que las plantas
p12 seguian siendo resistentes a la infeccion de PVX. Probablemente, la mayor seve-
ridad de los sintomas provocados por la co-infeccion PVX-PVY originé un perfil de
valores mas disperso en las curvas del curso temporal de acumulacion viral, tanto en
plantas controles como transgénicas, en comparaciéon con las curvas de infecciones
individuales por PVX (Fig. 28). Por esta razén, se graficaron los datos correspondien-
tes a plantas individuales de dos experimentos independientes. Estos resultados indi-
can nuevamente que la respuesta defensiva de las plantas p12 hacia PVX no estaria
mediada por un fendmeno de silenciamiento génico.
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Fig. 33. Curso temporal de la acumulacién viral en hojas de tabaco co-infectadas con PVX y PVY. Se de-
terminé la acumulacioén viral en la tercera hoja superior mediante ensayos de ELISA a los tiempos indica-
dos. Numero de plantas ensayadas: D8 = 3; p12-3 = 3. Simbolos negros: plantas N. tabacum Xanthi D8
NN. Simbolos rojos: plantas p12-3. Cada simbolo representa una planta individual. Los datos correspon-
den a dos experimentos independientes y los valores fueron normalizados respecto del valor obtenido a
los 22 DPI en plantas control.
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6.3. Ensayo de re-inoculacion con PVX

Si la resistencia a PVX hubiera sido mediada por un mecanismo de PTGS, se espera-
ba que por un determinado periodo de tiempo las plantas mostrasen signos de inmu-
nidad o no-susceptibilidad a la infeccién por PVX a nivel sistémico. Para evaluar esta
posibilidad, se inocularon hojas de plantas p12 previamente infectadas con PVX con el
mismo virus. A los 14 DPI de la primera infeccién, las plantas transgénicas mostraban
las lesiones asociadas con estado de resistencia, tanto en hojas inoculadas como en
hojas superiores no inoculadas. En cambio las hojas jovenes superiores no mostraban
sintomas y no se detecté la presencia del virus mediante ensayos de Westemn blot. En
este tiempo, se re-inocularon las hojas jévenes asintomaticas. Las lesiones asociadas
a la resistencia se desarrollaron a los 7 DPI, indicando la ausencia de un estado de
resistencia local en estas hojas.

Paralelamente, se determiné el curso temporal de la acumulacién viral en hojas re-
inoculadas con PVX de plantas previamente infectadas. Como se muestra en la Fig.
34, el perfil de las curvas correspondientes a las plantas control y p12 fue similar.
Tampoco hubo diferencias entre plantas previamente infectadas y plantas inoculadas
por primera vez. Estos datos constituyeron una fuerte evidencia de que en el meca-
nismo de la resistencia observada no estaria involucrado un fenémeno de PTGS, co-
mo asi tampoco una respuesta SAR (ver punto 9).
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Fig. 34. Curso temporal de la acumulacién viral en hojas de tabaco pre-infectadas con PVX. Se repre-
sentan los valores obtenidos en ensayos de ELISA de muestras provenientes de las hojas re-inoculadas.
Numero de plantas ensayadas: D8 control = 2; p12-3 control = 2; D8 Pre-infectada = 5; p12-3 pre-
infectada = 4. Los datos corresponden a un Gnico experimento. ¢: Plantas N. tabacum Xanthi D8 NN; M-
plantas p12-3. Las lineas continuas corresponden a las plantas controles. Las lineas discontinuas co-
rresponden a plantas pre-infectadas. Las barras indican la desviacién estandar. Las plantas pre-infecta-
das fueron inoculadas a los 14 DPI.




7. Deteccion de marcadores bioquimicos asociados a la respuesta HR en
plantas p12 infectadas por PVX

Para determinar si las lesiones necréticas observadas en las hojas de plantas p12 in-
fectadas con PVX eran consecuencia de algin mecanismo asociado con la respuesta
HR, se analizaron hojas de las mismas mediante tincion con colorantes especiﬂcos'
para callosa y lignina. La acumulacion de estos compuestos es un marcador bioquimi-
co asociado a las lesiones HR. Como se muestra en la Fig. 35 se observaron dep6si-
tos de callosa y de lignina en las paredes celulares de la zona de las lesiones. Dichas
tinciones no se observaron en plantas no transgénicas sanas o infectadas con PVX, ni
tampoco en plantas p12 sanas. Ademas, las observaciones de discos de hojas bajo
luz UV mostraron la presencia de una intensa autofluorescencia en las lesiones provo-
cadas por PVX, indicando la acumulacion local de componentes fendlicos, como suce-
de normalmente en lesiones HR provocadas por la infeccién con TMV (resultados no
presentados).

8. Induccién de genes PR en plantas p12 luego de la infeccion PVX

Las proteinas PR acidicas son marcadores clasicos de la respuesta HR (Brederode et
al., 1991). Con el fin de caractenzar la respuesta defensiva observada en plantas p12,
se tomaron muestras de hojas infectadas con PVX para determinar los niveles de ex-
presion de los genes PR. Como se muestra en el analisis de Northern de la Fig. 36, se
observé induccion de los genes PR1a, PR2 y PR3 en hojas de plantas p12 infectadas
con PVX. También se detectaron las bandas correspondientes a los mRNAs de los
genes PR1a y PR2 en las hojas superiores de plantas infectadas que todavia no pre-
sentaban sintomas y en las cuales no se detecté la presencia de virus. No se observa-
ron bandas correspondientes a genes PR en los controles de plantas no-transgénicas
sanas o infectadas con PVX, como asi tampoco en plantas p12 sanas. Como control
positivo de la respuesta HR, se incluyeron muestras de plantas no-transgénicas infec-
tadas con TMV.
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Fig. 35. Acumulacién de callosa, lignina y componentes fendlicos en hojas de plantas p12 infectadas con

PVX. A) Lesiones tefiidas con 0,1 % de Aniline Blue (panel superior, color azul) o con 0,1 % de Safranina
(panel inferior, color rojo) mostrando depdsitos de callosa y de lignina (indicados con flechas) respectiva-
mente. Barras = 70 um. B) Discos de hojas (diametro = 1 cm) sanas (H) o infectadas con PVX (I) prove-
nientes de plantas de N. fabacum Xanthi D8 NN (panel superior) o p12-3 (panel inferior). Los discos de
hojas fueron iluminados con luz UV de 365 nm y fotografiados. La fluorescencia de los componentes fendli-
cos aparece como anillos concéntricos de color blanco. Las muestras se obtuvieron a 16 DPI. C) Cortes
transversales de hojas p12 tefiidos con 0,1 % de Aniline Blue. La seccién conteniendo a los anillos concén-
tricos fue cortado transversalmente y observado bajo luz visible (izquierda) y luz UV (derecha), en micros-
copio de epifluorescencia. Nétese que la callosa se deposita en las regiones epidérmica y del mesdfilo
(indicadas con las flechas).
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Fig. 36. Induccién de mRNAs de genes PR en plantas p12. A) Andlisis de Northern usando como son-
das fragmentos radioactivos de cDNA correspondientes a las secuencias de PR1a y PR3. Las muestras
fueron purificadas de las hojas de plantas control (D8) y p12 (p12-3) infectadas con PVX. En el mo-
mento de la recoleccion de las hojas, las plantas control mostraban el sintoma tipico de mosaico amari-
llo y las plantas p12-3 lesiones en forma de anillos concéntricos. B) Andlisis de Northern correspon-
diente a muestras provenientes de hojas inoculadas y de hojas superiores libres de virus (no infectadas)
a los 16 DPI. Se incluyeron como control de induccion de genes PR, muestras de hojas de plantas con-
trol inoculadas con TMV. La presencia o ausencia de los respectivos virus fue confirmada mediante
ensayos de Northern o Western blot y se indica como (+) o (-), respectivamente. 17S: control interno de
la cantidad de RNA sembrado en el gel, detectado con la sonda especifica para RNA de 17S.

9. Ensayo de SAR en plantas p12

Como se mencioné en la Introduccién, la respuesta HR precede generalmente al esta-
blecimiento de otra respuesta mas general denominada SAR. Las lesiones de tipo HR
en las hojas infectadas, la presencia de los marcadores asociados a HR como la callo-
sa, lignina, y la expresion de genes PR, hizo suponer la presencia de la respuesta
SAR en plantas p12 infectadas con PVX. Para evaluar esta posibilidad, se inocularon
con PVX o TMV las hojas inferiores de plantas p12 y control (quinta hoja superior). A




los 10 dias de la primera inoculacién, las hojas superiores (tercera hoja superior) de
las mismas plantas fueron re-inoculadas con TMV. En este momento ya se observa-
ban sintomas asociados a HR en las hojas infectadas con TMV (tanto en las plantas
control como en las p12) y lesiones de anillos concéntricos en las hojas de las plantas
p12 infectadas con PVX. Para determinar la presencia de SAR, se midi6 el tamafio de
las lesiones HR originadas por la re-infeccién con TMV en las hojas superiores. Como
se muestra en la Tabla Il, tanto en plantas control como en plantas p12 inicialmente
infectadas con TMV, se observé una reduccién en el tamafio promedio de las lesiones
necréticas provocadas por TMV, lo que es indicativo de la presencia de SAR (Ross,
1961). En cambio, tanto en las plantas control como en las plantas p12 infectadas ini-
cialmente con PVX, no hubo reduccién del tamafio promedio de las lesiones provoca-
das por la segunda inoculacién, sugiriendo la ausencia de SAR en estas plantas. Estos
resultados concordaron con lo observado en el experimento de re-inoculacién con PVX
detallado en el punto 6-3, en el que se habla observado que las plantas p12 pre-
infectadas con PVX eran susceptibles a la re-infeccién por el mismo virus.

Tabla Il. Respuestas sistémicas frente a la infeccion secundaria con TMV en plantas p12 y control

Plantas D8 p12

Inoculacién primaria Buffer T™MV PVX Buffer TMV PVX

Diametro de las lesiones
luego de la inoculacion
secundaria con TMV

46 2,7 4.1 46 3,2 43
(0.593) (0,504) (0,53) | (0,709) (0.679) (0,692)

Se inocularon plantas control (D8) y p12-3 (p12) en la quinta hoja con PVX, TMV o buffer fosfato. A tos
10 dias, se re-inocul6 la tercera hoja superior con TMV. Luego de 5 dias se midi6 el didmetro de las
lesiones formadas en las hojas re-inoculadas (n=20). Los datos corresponden al promedio de dos expe-
rimentos independientes y los diametros se expresan en mm. Los valores entre paréntesis correspon-
den a la desviacién estandar. Las diferencias entre los valores de TMV y PVX, tanto para las plantas D8
como para las p12 resultaron significativas de acuerdo con el test de Student.



10. Determinacién de la tasa de movilizacién viral célula-célula en plantas
p 12 infectadas con PVX

10.1. Ensayo de inoculacién localizada

En los ensayos realizados con protoplastos (ver Fig. 29) se habia descartado la inhibi-
cién de la replicacion viral como posible causa de la resistencia observada en las
plantas p12. Por ende, quedaba por determinar si la tasa de movilizacién viral en las
mismas no se encontraba afectada. Uno de los métodos usados para medir la tasa de
movilizacion viral fue la técnica de spot-inoculation o inoculacién localizada del virus
(ver Materiales y Métodos). La técnica consiste en inocular al virus en una zona bien
delimitada de la hoja utilizando la base de una pipeta Pasteur, de manera tal que la
inoculacion se restringe a las células en contacto con el borde de la base de la pipeta
(Hooker y Bensen, 1960; Konte y Fritig, 1984; Wisniewski et al., 1990). Luego, se to-
maron muestras que se superponian al area de tejido inoculado (denominada “inter-
na") y a la regién del tejido circundante a la interma (denominada “externa”) haciendo
uso de sacabocados de diferentes tamanos (Fig. 37). De esta manera, por cada sitio
de inoculacién localizada se tomé un disco de tejido del tamafio de la base de la pipeta
con que se inoculd y un anillo que rodeaba al mismo. Luego, se midieron los niveles
de infeccion en ambas muestras mediante ensayos de ELISA. De existir una disminu-
cién de la tasa de movilizacién viral en la planta p12, se esperaba una menor acumu-
lacion viral en el area de tejido externa. Sin embargo, cuando se analizaron los resul-
tados se comprobé que no existieron diferencias significativas en cuando a la acumu-
lacién viral en las muestras de tejido externo entre plantas control y p12. Consideran-
do que a los 4 DPI todavia no se observaron lesiones de tipo HR, y que las muestras
fueron recolectadas en este intervalo, cabia la posibilidad de que no se hubiera esta-
blecido aun el mecanismo de resistencia y que, por esta razén, no se hubiera detecta-
do alteracién alguna en la tasa de movilizacién. Por lo tanto, se repitieron los experi-
mentos tomando las muestras a los 8 DPI. Llamativamente, tal vez debido a la menor
cantidad de virus requerida para infectar con este método, a los 8 DPI no se observa-
ban lesiones de tipo HR. Como en el caso anterior, el analisis de los datos indic6é que
no existian diferencias entre las plantas control y las p12. Estos datos concuerdan con
los resultados que se muestran en la Fig. 28, en que se observa un curso temporal de
acumulacién viral similar en la infeccion local entre las plantas transgénicas y control.
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Fig. 37. Ensayo de inoculacién localizada. Se indican los datos correspondientes para cada planta y
cada regioén de la hoja. Cada barra corresponde al valor promedio obtenido de dos plantas. Se tomaron
dos discos de hoja por planta. Las barras negras y barras negras con puntos corresponden a plantas
controles D8. Las barras blancas, con o sin puntos negros corresponden a plantas transgénicas p12-3.
IN: disco interno. EX: disco externo. Con la linea discontinua, se indica el valor promedio del control ne-
gativo. En cada barra se indica la desviacion estandar.
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DISCUSION

La obtencién de plantas transgénicas de tabaco transformadas con el gen ORF3 de
PVX permitié6 cumplir con uno de los objetivos propuestos inicialmente. La expresion
del transgen fue confirmada en diferentes lineas de plantas p12 mediante anélisis de
Northem blot, pero no se pudo obtener evidencia directa sobre la presencia de la
proteina p12 en las mismas. Todos los intentos y estrategias empleadas para la
produccién de antisueros anti-p12 efectivos fracasaron. El antisuero obtenido a partir
de inocular conejos con proteina p12 expresada en E. coli (anti-p12 C1) fue el unico
que logré detectar a la proteina p12 expresada en células sf9, pero no pudo
determinarse con certeza su especificidad hacia el propio antigeno producida en
bacterias. Ademas, el anti-p12 C1 no pudo detectar a la proteina p12 en extractos
obtenidos de plantas transgénicas o de plantas infectadas con PVX.

Debido a la importancia que tenfa determinar la localizacion subcelular de la proteina
p12 para el estudio de sus funciones, se siguieron buscando formas alternativas para
producir antisueros anti-p12 apropiados. Primeramente, se intenté emplear el método
basado en la inoculacion de DNA, y luego expresar e inocular una proteina fusion
conteniendo la region mas antigénica de la proteina p12. Tanto las inoculaciones
realizadas con los plasmidos, como con la proteina MBP fusionada a la regién
hidrofilica de p12 no permitieron obtener antisueros apropiados para la deteccién de la
proteina p12 en extractos de plantas transgénicas o de plantas infectadas. Estos
anticuerpos tampoco fueron capaces de detectar a la proteina p12 expresada
mediante el sistema de baculovirus.

Debido a la naturaleza hidrofébica de la proteina p12, era posible que los métodos
convencionales de extraccion no fueren efectivos para permitir su deteccion mediante
el ensayo de Westem blot. En este sentido, era posible pensar que las paredes
celulares interfieran tanto en los pasos de purificacion como de inmunodeteccién. Los
resultados negativos obtenidos en ensayos realizados con protoplastos indicaron que
la principal causa de la falta de deteccién de la proteina p12 no se debia tampoco a
alguna interferencia durante el proceso de extraccidon sino, muy probablemente, a la
pobre calidad del antisuero utilizado.

Coincidentemente con estos intentos fallidos, en ningun otro laboratorio se ha podido
hasta el momento obtener antisueros con la capacidad de detectar a la proteina p12 (o



su equivalente de otros grupos virales), en plantas transgénicas o plantas infectadas.
Se han esgnmido distintas explicaciones con respecto a estas dificultades. Una
posibilidad es que la cantidad de la proteina p12 que se produce en las células
vegetales sea muy escasa, dificultando su deteccioén y exigiendo al mismo tiempo la
utilizacion de anticuerpos de muy alta afinidad para lograr este propésito.

Teniendo en cuenta la alta conservacién de las secuencias aminoacidicas de la regién
hidrofilica de las proteinas TGB2, y considerando que la mayoria de los anticuerpos
reconocen epitopes presentes en dominios hidrofilicos del antigeno, es también
posible que las proteinas TGB2 sufran modificaciones post-traduccionales en las
células vegetales que cambien sus propiedades antigénicas. De ser asi, los
anticuerpos contra antigenos obtenidos en otros sistemas no reconocerian al antigeno
expresado en la planta. Por otro lado, estas hipotéticas modificaciones deberian existir
exclusivamente en las células vegetales, puesto que la proteina p12 expresada en
células de insecto (que realizan todas las modificaciones post-traduccionales
convencionales), puede ser reconocida por los antisueros producidos en el presente
trabajo. Por el momento, no se conocen datos acerca de posibles modificaciones post-
traduccionales en las proteinas TGB2.

A pesar de no disponerse de un antisuero anti-p12 apropiado para la deteccion de la
proteina en plantas, se pudo concluir que el mMRNA de ORF 3 expresado en plantas
transgénicas es correctamente traducido en proteina p12 funcional. Esta conclusion se
basa en los resultados de los ensayos de trans-complementacién, en los que se
demostré que las plantas transgénicas p12 pueden aportar en frans las funciones
correspondientes a una versién de PVX delecionado en el ORF 3. Se han publicado
reportes con resultados similares usando versiones mutantes de PVX o de otros
potexvirus (Verchot et al., 1998; Lough et al., 2000; Tamai y Meshi, 2001).

A simple vista, los parametros morfolégicos y fisiolégicos de las plantas p12 fueron
comparables a los de las plantas control. Sin embargo, cuando se examinaron cortes
histolégicos de hojas maduras de plantas transgénicas p12, se observé una marcada
alteracion de los tejidos. Esta se caracterizaba por la presencia de amplios espacios
intercelulares en la regién donde se ubican las células del mesdfilo esponjoso y por la
aparicion de restos celulares y de células parcialmente degradadas con paredes mas
delgadas y organelas desorganizadas. Sorprendentemente, cuando se examinaror
hojas jévenes de la misma planta, no se observé este tipo alteracion histolégica. Este



fenotipo fue encontrado en las hojas maduras de las dos lineas transgénicas
analizadas (p12-3 y p12-2).

Las observaciones hechas en los cortes histolégicos de hojas sugieren que las
alteraciones se establecen en forma progresiva, acompafando el proceso de
desarrollo de las mismas. Se podrian plantear al menos dos altemativas para explicar
la causa de este fenotipo en las plantas p12. Una posibilidad es que la proteina p12
sea téxica y que, debido a ello, las células del meséfilo sufran alteraciones que
induzcan su muerte en forma progresiva, a medida que la proteina viral se acumula en
las mismas. Esto podria explicar la aparicion exclusiva de dichas alteraciones en las
hojas maduras y totaimente expandidas. Sin embargo, no se pudo obtener ningun dato
que indique que la acumulacién de la proteina transgénica en las plantas p12 sea
proporcional a la edad de las hojas. Ademas, en muchos casos el turm-over de
proteinas expresadas determina en mayor medida su nivel de acumulacién. Esta
altemativa tampoco explicarfa por qué no se observan alteraciones en otros 6rganos
de la misma planta o en otros tipos celulares de la misma hoja, como las epidérmicas y
las parenquimaticas.

Otra posibilidad serfa que las alteraciones observadas en las hojas maduras se
produzcan como consecuencia de una alteracion en la permeabilidad de los
plasmodesmos mediada por la proteina p12. Como se explicé en la Introduccién
General, las hojas sumidero jovenes poseen mayores valores de MEL en sus
plasmodesmos, y permiten el pasaje pasivo de proteina GFP (27 kDa) desde el floema
hacia las células del meséfilo. En cambio, se observé que en las hojas fuente maduras
la permeabilidad de los plasmodesmos se encuentra mas restringida y no permite el
pasaje de GFP (ltaya et al., 1998, Oparka et al., 1999). Si la proteina p12 expresada
en las plantas transgénicas aumentara la permeabilidad de los plasmodesmos, este
efecto tendria poca influencia en las células de las hojas sumidero, ya que los
plasmodesmos de las mismas se encuentran naturalmente dilatados. En cambio, la
desrregulacion de la comunicacién célula a célula provocada por la dilatacién de los
plasmodesmos en las hojas maduras fuente podrfa causar un efecto desfavorable en
las mismas ocasionando la muerte de algunas de ellas.

La inoculacién de la cepa CP2 de PVX en las plantas de tabaco produce normalmente
un sintoma caracterizado por la aparcion de un mosaico clorético suave.
Sorpresivamente, la inoculacién de la cepa CP2 en las plantas p12 produjo un nuevo
sintoma consistente en la formacién de anillos concéntricos amarillos bordeados de



una fina franja del tejido necrosado. Dichas lesiones aparecian también en las hojas
sistémicas, en forma concomitante con el progreso de Ia infeccion viral. Sin embargo,
las lesiones dejaban de aparecer en las hojas nuevas, al cabo de unas 4 semanas. Al
inocular las plantas p12 con TMV o PVY, no se observé ningun tipo de alteraciones en
el desarrollo de los sintomas, sugiriendo que las lesiones surgen especificamente
como consecuencia de la inoculacién con PVX.

Un estudio detallado de los nuevos sintomas revel6 que las hojas infectadas
acumulaban componentes normalmente asociados a la respuesta HR, tales como
callosa, lignina y componentes fenélicos (Ponz et al., 1986). También se detectd la
induccién de los genes de las proteinas PR1a, PR2 y PR3 4cidas, tanto en la hoja
inoculada como en hojas sistémicas. Sin embargo, a diferencia de una tipica respuesta
HR, la apariciéon de las lesiones asociadas a HR en las plantas p12 fue relativamente
mas lenta, ocurriendo entre los 7 y 9 dias post-inoculacion. Ademas, como se
mencion6 antes, estas lesiones aparecen también en las hojas sistémicas, pero con
una frecuencia decreciente hasta desaparecer por completo.

Como era de esperar frente a una respuesta defensiva de tipo HR, las plantas p12
resultaron ser mas resistentes a la infecciéon por PVX. A pesar de que el virus era
capaz de movilizarse sistémicamente en las plantas p12, se observé una marcada
disminucion de la acumulacion viral en las hojas superiores a los 16 DPI. En cambio, el
nivel de la acumulacion viral en las plantas control se mantuvo elevado. El hecho de
que las plantas p12 no fueran resistentes a las infecciones provocadas por TMV o0 PVY
demuestra que esta resistencia se instala en forma especifica frente a la infeccioén de
PVX.

Aunque la apanicién de las alteraciones histolégicas en las hojas de plantas p12 podria
tener alguna relacion con la aparicion de los sintomas atipicos, no se observé
aparicion espontanea de lesiones en plantas sanas, indicando que la sola presencia
de dichas alteraciones no basta para provocar los sintomas. Por otra parte, en las
hojas jovenes (en las que no se observa dicha alteracién) también se observo la
formacioén de lesiones de tipo HR durante el curso de la infeccion con PVX. El hecho
de que las plantas p12 no presenten cambios con respecto de las control cuando son
infectadas con TMV o PVY, sugiere también que las alteraciones histolégicas
presentes en las hojas tendrian poca o minima participacion en la formacion de las
lesiones provocadas por PVX.



Otra observacion proviene del experimento realizado con las plantas de injertos
reciprocos. Los resultados de dicho experimento indican que el desarrollo de las
lesiones requiere la presencia simultanea de proteina p12 proveniente del transgen y
de PVX. Una vez iniciada la respuesta defensiva en la hoja p12 inoculada, las lesiones
necréticas no se propagaban desde el pie transgénico al injerto no transgénico, como
seria el caso si la misma estuviese mediada por el pasaje de moléculas de
sedalizacion.

Segun indican los resultados de la transfeccion de protoplastos de plantas p12, la tasa
de replicacion de PVX pareceria no estar afectada en las células transgénicas. Por lo
tanto, se consideré inicialmente que la resistencia observada en las plantas p12 podria
deberse mas probablemente a la inhibicién de la movilizacién viral. Sin embargo,
cuando se analizaron los datos obtenidos en los experimentos de inoculacion
localizada de virus, no se encontraron diferencias significativas entre las plantas
transgénicas y control con respecto a la tasa de movilizacién viral. Tampoco se
observé ningun tipo de disminucién en la acumulacién viral en las hojas inoculadas.
Estos resultados indican que no existiria una disminucién de la movilizacién viral en las
hojas p12 y sugieren que la posible causa de la resistencia observada en las mismas
se relacionaria con una inhibicion en algun otro paso determinante de la patogénesis
viral. Por ejemplo, el transporte viral de larga distancia podria encontrarse afectado en
las plantas p12, lo cual podria atenuar progresivamente la infeccion de los tejidos
sistémicos, hasta inhibir completamente en las hojas nuevas. Sin embargo, no se pudo
reunir ninguna evidencia en este sentido en este Trabajo de Tesis.

Si bien no se pudo determinar la cantidad de la protelna p12 acumulada en las plantas
transgénicas, es razonable considerar que la cantidad total de la misma en las plantas
p12 infectadas con PVX seria mayor que en las plantas control infectadas. El hecho de
que en las distintas lineas p12 no se encontrara ninguna correlaciéon entre los niveles
de mRNA del ORF3 y el grado de resistencia indicaria que el mecanismo de la
respuesta defensiva es activado una vez que se alcanzada un nivel critico en la
acumulacion de proteina p12.

Otro origen posible para esta respuesta especifica podria ser la co-expresién
atemporal de la proteina p12 transgénica respecto de las otras protefnas virales. A
diferencia de lo que ocurre en una planta control, el nivel de expresién de la p12 en las
plantas transgénicas infectadas por PVX no se encuentra bajo la regulaciéon temporal y
espacial que se requiere para el curso normal de una infeccién. Esto podria interferir



en las funciones que cumplen las otras protelnas virales, o incluso la propia proteina
p12, expresadas por el virus.

Durante el transcurso de este trabajo, se obtuvieron evidencias que indican la
ausencia de resistencia mediada por RNA (PTGS) en las plantas p12. En primer
‘termino, no se observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA del ORF3
entre muestras provenientes de plantas p12 sanas e infectadas. Tampoco se observé
ninguna alteracién en la respuesta defensiva inducida por PVX cuando se realizaron
co-infecciones de PVX con PVY (el cual codifica la proteina Hc-Pro, supresora del
PTGS). Finaimente, los experimentos de re-inoculacién con PVX de plantas p12
previamente infectadas en las hojas inferiores indican que no habria una resistencia
sistémica mediada por PTGS.

Una caracteristica interesante de las plantas p12 es que la SAR no es activada luego
de la infeccion por PVX. Generalmente, la respuesta SAR se establece a los pocos
dias de ocurrir una respuesta HR en las hojas inoculada. Este resultado indica
nuevamente que la respuesta observada en las plantas p12 contra PVX difiere de una
clasica respuesta HR. Sin embargo, se encontr6 que también habfa inducciones de los
genes PR en las hojas sistémicas sanas de las plantas p12, aunque en mucho menor
nivel de acumulacion que el detectado en infecciones iniciadas por TMV. Por lo tanto,
puede concluirse que la respuesta de las plantas p12 frente a la infeccion por PVX
produce una forma de HR atenuada y con una cinética mas lenta de induccién, lo que
podria explicar porqué las plantas p12 no pueden inducir normalmente la respuesta
SAR.

Cunosamente, no existen reportes previos en la bibliografia sobre fenémenos de
resistencia asociados con plantas transformadas con los genes del ORF3 de PVX o de
otros potexvirus. Existen por lo menos dos reportes en que se expresan proteinas
TGB2 en plantas a partir de secuencias que codifican los ORFs 3 y 4, en una
disposicion similar a de los virus respectivos (Beck et al., 1994, Lough et al., 1998). En
estos trabajos, las dos proteinas TGB2 y TGB3 fueron probablemente sintetizadas a
partir de un mRNA bicistrénico en una relaciéon estequiométrica constante, tanto en
plantas transgénicas sanas como infectadas. A diferencia de estos reportes, las
plantas p12 utilizadas en esta Tesis expresan solamente a la proteina TGB2. Sin
embargo, existen otros dos trabajos en que el gen ORF3 fue expresado
individualmente en plantas en forma constitutiva (Verchot et al.,, 1998; Lough et al.,
1998). En dichos trabajos no se hace mencién a cambios en la sintomatologia,



alteraciones histologicas, ni a alguna forma de resistencia a la infeccién. Es posible
que sus autores no hayan estudiado la estructura del tejido foliar ya que las hojas
presentan a simple vista una morfologia normal. Ademas, teniendo en cuenta que el
tiempo que tarda en inducirse la respuesta tipo HR en las plantas p12 es largo, es
probable que la aparicion de una posible respuesta defensiva haya pasado
desapercibida en ambos casos. Altemativamente, esta discrepancia podria
fundamentarse en el hecho de que en esta Tesis se emple6é un modelo experimental
diferente. Asi, los trabajos previos se realizaron con N. benthamiana, especie que
responde en forma distinta que N. tabacum D8 NN frente a una infeccion de PVX.
Ademas, en los dos reportes mencionados, se trabajé con la cepa UK3 de PVX que
provoca sintomas mas severos que PVX-CP2, incluyendo ocasionalmente la
formacion de lesiones necréticas o en forma de anillos. Como se discute en la
segunda parte de esta Tesis, los sintomas pueden variar considerablemente
dependiendo de factores tales como las cepas del virus y de la especie hospedadora.
Serla interesante estudiar los sintomas provocados por distintas cepas de PVX u otros
potexvirus en las plantas p12 utilizadas en el presente trabajo.

Bleykasten-Grosshan y sus colaboradores (1997), reportaron la aparicién de lesiones
atlpicas en las hojas de Chenopodium quinoa infectadas con BNYVV al sobreexpresar
la proteina TGB2 del mismo virus mediante un replicon viral. Ademas, al
sobreexpresar la proteina TGB3 con el mismo enfoque, se bloqueé la formacién de
sintomas en otras dos especies de plantas. Por analogia con lo descripto en BNYVV,
se podrfa postular que la resistencia contra PVX observada en las plantas p12 se
origina en una alteracién de la relacién estequiométrica entre las proteinas p12 y p8.
Ello sugiere nuevamente que el exceso de la proteina p12 libre en las plantas
transgénicas infectadas serfa el principal causante de la induccién de la respuesta tipo
HR.

Una mejor compresion de los fendmenos observados implica responder a las
siguientes preguntas: ;Por qué la organizacién de los genes TGB se encuentra tan
conservada entre los diferentes grupos virales? ¢Por qué los niveles de expresion de
las proteinas TGB2 y de TGB3 son tan bajos en la mayorfa de los virus? ;Cual es la
ventaja evolutiva que presentan el TGB y la estrategia de expresion basada en
sgRNAs bicistrénicos? ¢ Por qué es critico mantener la relacién estequiométrica de las
proteinas p12 y p8 durante la infeccién?



Para contestarlas, se hace imprescindible determinar las posibles funciones de las
proteinas p12 y p8 y su localizacién subcelular e identificar a los factores celulares y
virales que interactuan con las mismas. Los resultados reportados por Solovyev y sus
colaboradores (2000) indican que la sintesis en forma regulada de estas dos proteinas
serfa importante para el proceso normal del transporte viral. La alta conservacién de la
secuencia hidrofilica y de la estructura de las protefnas TGB2, en distintos grupos
virales, tiene probablemente un importante significado biol6gico. Esta conservacién no
se observa en las proteinas TGB1 ni TGB3, ya que las mismas se pueden clasificar en
subgrupos segun secuencias primarias (Morozov, et al., 1991; Solovyev et al., 1996;
Morozov y Solovyev, 1999). Se destaca, ademads, que los niveles de expresién de las
TGB2 y TGB3 son siempre muy bajos durante la infeccién. Pareceria que los virus
poseedores de TGB hubieran adoptado una estrategia que le permite co-expresar a
estas dos proteinas hidrofébicas en forma coordinada y en una relacién
estequiométrica establecida.

Segun un trabajo reciente de Tamai y Meshi (2001), la proteina p8 de PVX no serfa
indispensable para la movilizacion del virus, y su ausencia puede compensarse
mediante la sobreexpresion de la proteina p12. Los autores proponen que la proteina
p8 tendrfa un papel facilitador de las funciones de otras proteinas virales,
particularmente la de p12. Segun estos autores, la p12 participaria directamente en la
movilizacién, dilatando los poros de los plasmodesmos. Por otra parte, los potexvirus
han evolucionado de tal manera que los niveles de ambas proteinas sean bajos y
guarden una relacion establecida. Si tomamos en cuenta esto dos hechos, se podria
postular que la proteina p12 serfa indispensable para la movilizacion viral, pero que al
mismo tiempo serfa potencialmente capaz de inducir respuestas defensivas en la
planta jugando en este caso el papel de un factor de avirulencia. En un nivel mas
general, podria pensarse que los mecanismos evolutivos han seleccionado un sistema
que permita expresar a estas proteinas en un nivel minimo para no inducir respuestas
desfavorables para el virus. En este contexto, la funcion de la proteina p8 serla
aumentar la eficiencia de las funciones desempefiadas por la escasa cantidad de
protefna p12 y contribuir a su localizacién subcelular durante la infeccion.

Considerando los puntos discutidos anteriormente, se ha intentado resumir los datos
obtenidos en el siguiente modelo hipotético de transporte (Fig. 38). Normaimente los
plasmodesmos de una planta control estarian “cerrados”. El poro de los mismos es
atravesado por el desmotibulo, que es la continuacién estructural del ER de las
células adyacentes. El modelo postula la presencia de un posible receptor situado en



el plasmodesmo (P), que cumpliria la funcién de reconocer MPs y desencadena la
dilataciéon del poro activindose al estado “ON" (Kragler ef al, 1999). Se incluye
también la presencia de una proteina hipotética de tipo R. La activacién de la proteina
R desencadenaria la respuesta HR. Por conveniencia esta proteina se representa en
una localizacién cercana a los plasmodesmos, y puede interactuar o no con la proteina
receptor (P) de los plasmodesmos. Cuando se expresa la proteina p24 en una planta
control (Fig. 38 A), la proteina es capaz de activar al receptor P (“ON") y dilatar el poro.
Esta proteina seria capaz de movilizarse de una célula a la otra, sin activar a la
proteina R. Una infeccion de PVX en una planta control, se expresa el conjunto de las
proteinas virales (Fig. 38 B). Por un lado, se forma el complejo riboproteico de
transporte conformado por la protefina p24, la CP y el gRNA (RNP). La proteina p12 se
localizarfa inicialmente en las membranas del ER (Solovyev et al., 2000). La proteina
p8 se localizaria en la membrana plasmatica (PM) y en la pared celular (CW), en las
cercanfas del poro de plasmodesmo (Hefferon et al, 1997). La presencia de la
proteina p8 provocarfa una re-localizacién subcelular de la proteina p12 hacia el poro,
activando al receptor P para la dilatacién del poro de plasmodesmo. De esa manera, el
RNP se transportartaria de una célula a la otra, mediante interacciones con las
proteinas p12 y p8 (Yang et al., 2000, Lawrence y Jackson 2001). La poca cantidad de
la proteina p12 presente en el plasmodesmo no alcanzarfa para activar a la proteina
R. En una planta transgénica p12 sana (Fig. 38 C), habria una acumulaciéon de
proteina p12 en las membranas del ER. Algunas moléculas podrian activar al receptor
P, dilatando al poro de plasmodesmo y eso podria ocasionar las alteraciones
fisiolégicas provocando la muerte de algunas células. En una planta transgénica p12
infectada por PVX (Fig. 38 D), la proteina p12 se acumularia en mayor cantidad que
una planta transgénica p12 sana y, en presencia de la proteina p8, las moléculas de
p12 se re-localizarian en las cercanlas del plasmodesmo. Las moléculas de p12 no
solamente activarfan al receptor de P, sino también a la proteina R, desencadenando
la respuesta HR. Con este modelo se intenta explicar también la especificidad de la
respuesta defensiva observada en las plantas p12.
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A. Plantas control transformada con la proteina p24
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C. Plantas p12

mRNA del ORF3
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Fig. 38. Modelo hipotético del transporte de PVX en plantas N. fabacum Xhanti D8 NN y en plantas
transgénicas p12. RNP: complejo RNA-Proteina. CW: pared celular. PM: membrana plasmatica. P:
receptor del plasmodesmo. R: gen de resistencia HR. Las flechas arriba y abajo indican la dilatacién del
poro de plasmodesmo. HR: respuesta hipersensible. ON: el mecanismo se encuentra activado (OFF es
desactivado).
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INTRODUCCION

1. La proteina p24 de PVX

La proteina p24 de PVX esta codificada por el ORF2 del genoma viral y corresponde a
la proteina TGB1. Se traduce a partir de un sgRNA de 2,1 kb y se acumula en altas
concentraciones, tanto en células infectadas como en células transgénicas. Contiene,
al igual que otras proteinas TGB1, un dominio de unién a nucleétidos (NTP binding
domain) similar al de las helicasas de DNA celulares (Gorbalenya et al., 1988, Habili et
al., 1989) y se ha demostrado que posee actividad ATPasa in vitro (Kalinina et al.,
1996). Se ha postulado que esta actividad enzimatica estaria relacionada con un
cambio conformacional rapido dependiente de energia que permitiria romper las
interacciones entre el gRNA viral y las proteinas asociadas al mismo durante el pasaje
a través de los plasmodesmos. Desde el punto estructural de la proteina p24, se ha
propuesto que la hidrélisis de NTP, la unién a RNA y la localizacién subcelular de la
proteina estaria gobernada por el dominio N terminal de la proteina, y que el dominio
C terminal estaria involucrado en interacciones especificas con otras proteinas virales
(Morozov et al., 1999). La secuencia nucleétidica del gen de la proteina p24 de PVX y
la traduccién de su respectiva secuencia aminoacidica se muestran en la Fig. 39.
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Fig. 39. Secuencia nucleétidica del gen de la proteina p24 de PVX y traduccién de la respectiva secuencia
aminoacidica. Los residuos de arginina, que serfan importantes para la unién a RNA, se indican con el
color amarillo. La secuencia consenso de uni6n a nuclettidos se indica en color verde. Esta secuencia
estd muy conservada en helicasas, y es denominada dominio P-ioop.

La proteina p24 expresada en las plantas incrementaria el MEL de los plasmodesmos,
aunque actualmente ha surgido cierta discrepancia sobre este punto a partir de los
resuitados presentados por Tamai y Meshi (2001). Sin embargo, existe un consenso
general acerca de que las proteinas TGB1 de PVX y de WCIMV son capaces de
movilizarse por si mismas de célula a célula y de formar complejos riboproteicos con
los correspondientes CPs y gRNAs durante el proceso de transporte (Lough et al.,
2000; Yang et al., 2000). La proteina p24 pierde la capacidad de movilizarse a si
misma, cuando las proteinas p12 y p8 o la CP viral son expresadas en la misma
célula. Significativamente, esto no sucede cuando se encuentran presentes las
proteinas p12 o p8 en forma individual. Muy recientemente, se ha reportado que una
funcién supresora de la propagacion sistémica del PTGS esta localizada en la proteina



p24 (Voinnet et al., 2000). También se ha demostrado que la proteina p24 contiene el
determinante de avirulencia reconocido por el producto del gen de resistencia Nb,
presente en algunos cultivares de Solanum tuberosum (Malcuit ef al., 1999).

El genoma viral, no logra ser traducido a proteina en un sistema in vitro cuando se
encuentra en su forma encapsidada. Sin embargo, en presencia de la proteina p24, el
mismo se convierte a una forma traducible (Atabekov et al., 2001). Se ha sugerido que
ello resulta de una interaccién directa entre la proteina p24 y uno de los extremos del
virion. La actividad ATPasa de la proteina no participarfa de este proceso.

2, Expresion de la proteina p24 en planta de tabaco

Durante la realizacién de su Tesis Doctoral, la Dra. Ares obtuvo en nuestro laboratorio
varias lineas de plantas transgénicas de Nicotiana tabacum cv Xanthi D8 NN
transformadas con el gen de la proteina p24 PVX. Estas plantas presentaban un
fenotipo marcadamente diferente respecto de las plantas control, con clorosis
acentuada en las hojas, entrenudos mas cortos y resistencia a infecciones provocadas
por Tobamovirus (Ares 1997; Ares, et al., 1998). El fenotipo de estas plantas se
correlacionaba con los niveles de expresion de la proteina p24. Se demostr6 que estas
plantas son capaces de complementar a una versiéon de PVX delecionada en el ORF2,
indicando asf que la proteina p24 producida en ellas era funcional y podia ser aportada
en trans. Ademas, cuando estas plantas eran infectadas con PVX, desarrollaban
sintomas mas severos a los de una infeccion normal y exhibian anillos cloréticos que
encerraban regiones de tejido verde. En conjunto, estas observaciones sugirieron que
la proteina p24 tiene, ademas de las funciones ya descriptas en la movilizacion de
PVX, un papel importante en el desarrollo de los sintomas.

Cuando las plantas p24 se infectaron con TMV, el diametro promedio de las lesiones
necréticas fue menor en las plantas transgénicas que en las plantas control (Fig. 40).
En concordancia con esto, al infectar las plantas con el virus OB, un Tobamovirus que
no produce una reaccion HR en plantas NN, no se observé infeccién a nivel sistémico.
Se constaté también que la multiplicacion de TMV en protoplastos obtenidos de
plantas p24 y control era comparable, lo que seflalaba que el proceso de replicacion
no estaba afectado. A la inversa, se observé que la infeccion de plantas transgénicas
que expresan el gen de la proteina p30 de TMV por el virus PVX exhibia un retardo al
nivel de la infecciéon sistémica. A partir de estos resultados, se sugiri6 que la
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sobreexpresion de la proteina p24 interferiria con una de las funciones de la proteina
p30 de TMV, lo que producia la inhibicién del proceso de movilizacién. Otra posibilidad
era que las proteinas p24 de PVX y p30 de TMV compitieran por algun paso o factor
limitante para el proceso de transporte viral.
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Fig. 40. A) Fenotipo de una planta p24-C de la generacion F (izquierda) y de una planta Xanthi D8 NN
(derecha), a las 10 semanas de edad. B) Desarrollo de lesiones necréticas en hojas inoculadas de plantas
p24 y Xanthi D8 NN. Il plantas Xanthi D8 NN; @: plantas p24-C; A: plantas p24-D. Se inocularon 10
plantas de cada linea con TMV-U1 (50 ng/ml). Cada valor representa el promedio de las mediciones de
100 lesiones individuales, tomadas de plantas diferentes de la misma linea. Las lineas verticales

representan las desviaciones estandar (Ares et al., 1998).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de la segunda parte del trabajo de Tesis se concentr6 en la
caracterizacién fenotipica y fisiolégica de las plantas transgénicas p24 previamente
obtenidas en el laboratorio. Con este fin, se estudiaron los siguientes parametros

fisiolégicos:

1) Morfologia, histologia, y relacién tallo/raiz.

2) Contenido de azticares solubles e insolubles en hojas y raices.

3) Fotosintesis y respiracion.

4) Contenido de nitrégeno en las hojas.

5) Expresion de los genes asociados a la fotosintesis, a la asimilacién de carbono

y a la respuesta defensiva.

Esta etapa del proyecto fue realizada en colaboracion con los Dres. C. Sarrobert y C.
Robaglia del CEA, Francia. Los resultados obtenidos en el laboratorio francés se
indican en la seccion de Materiales y Métodos.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion de plantas transgénicas p24

Como se mencioné en la Introducciéon, en nuestro laboratorio se obtuvieron y se
caracterizaron previamente plantas transgénicas p24 (Ares 1997; Ares ef al., 1998).
Entre las plantas transgénicas caracterizadas, se seleccionaron las lineas C3 y E2 las
que expresaban respectivamente, un nivel alto y medio de la proteina p24.
Posteriormente, se realizaron analisis de Southern, Northem y Westem blot de las
plantas p24 (Fig. 41). De acuerdo con los resultados obtenidos, las lineas C3 y E2
contenian una unica copia del transgen. Ademas, los niveles de expresion de la
proteina p24 se correlacionaron con los niveles de mRNA del transgen y con el
fenotipo (Tabla lll).
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Fig. 41. Caracterizacién molecular de plantas transgénicas p24. A) Southern blot de las lineas C3 y E2. Se
digirieron 10 ug de DNA gendémico obtenido de las plantas transgénicas y control N. fabacum Xhanti D8
NN (D8) con la enzima Bam HI y se los sometié a una corrida electroforética en gel de agarosa. La
membrana con el DNA transferido fue hibridada con una sonda radiactiva de cDNA correspondiente al
ORF2 de PVX. El tamaiio estimado de las bandas esta indicado a la izquierda. B) Northem blot de las
lineas C3 y E2. El RNA total fue obtenido a partir de las plantas transgénicas y control a las 13 semanas
post-germinacién e hibridado con la misma sonda utilizada en el Southern blot. El control de siembra de
RNAs corresponde al gel tefiido con el bromuro de etidio. Se sembraron 5 ug de RNA total en cada calle.
C) Western blot de las lineas C3 y E2. Se analizaron muestras de proteina total de las plantas
transgénicas y control (30 pg por muestra) con un antisuero policlonal contra la proteina p24 de PVX. La
flecha indica a la banda correspondiente a la proteina p24.



Las plantas p24 exhibieron un fenotipo caracteristico consistente en menor altura,
menor distancia intemodal, hojas mas pequenas y color clorético. Ademas, como se
habfa reportado previamente, el fenotipo parecia correlacionarse con los niveles de
expresion del transgen.

Como primer paso en la caracterizacion de plantas p24, se determinaron los pesos
frescos de las distintas partes de las plantas. Se tomaron directamente las muestras
de plantas crecidas en un ambiente controlado (ver Materiales y Métodos) y se
pesaron las partes en una balanza. Como se puede observar en la Tabla Iil, las
plantas p24 exhibieron menor nimero de hojas, menor distancia intemodal, y menor
peso de las rafces, confirmando asi observaciones previas.

Plantas Altura Pesodelas Peso de las Peso del Peso total Relacién
(cm) hojas raices tallo tallo/raiz
(g PF) (9 PF) (g PF) (g PF)
b8 23+3 21,9 10,7 8,0 40,6 2,79
E2 185+4 16,2 7,7 5,6 29,5 2,83
C3 8,0+1,5 111 53 35 19,9 2,75
Plantas | Numerode Tamado de las hojas (cm) Distancias
hojas internodales’ (cm)
D8 12+1 (13,51 0,8) x (8,0 £ 0,3) 12
E2 12+2 (10,51 0,5) x (6,0 £ 0,3) 61
C3 811 (9,0+0,5) x (5,0+0,5) 4105

* Promedio de las distancias entre las cuatro hojas sucesivas.

Tabla lll. Caracterizacién morfolégica de las lineas transgénicas p24. Los datos corresponden a plantas
de 11 semanas post-germinacion.

A pesar de la disminucién del tamaio de los 6rganos, la relacion tallo/ralz en las
plantas transgénicas fue similar al valor correspondiente de las plantas control. Esto
indicaba que, en contraste con lo reportado en trabajos previos para plantas
transgénicas p30 de TMV o p17 de PLRYV, la particion de los fotoasimilados en las
plantas p24 no estaba afectada en forma significativa.
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Curiosamente, la disminucién de tamafio de los 6rganos no sélo fue observada en la
etapa adulta de las plantas, sino también a lo largo de todas las etapas del desarrollo
de las mismas. El andlisis de plantulas p24 de 5 dias de edad revelé que el tamafio de
los meristemas era menor que el de los controles desde una etapa temprana del
crecimiento y del desarrollo (Fig. 42). Haciendo un célculo aproximado (ver leyenda de
la figura), se determin6 que a los 5 dias de edad, las plantas C3 poseian meristemas
radiculares de un volumen promedio 37% menor que los meristemas de las plantas
control. Ademas, el analisis de los callos obtenidos a partir de hojas transgénicas y
control revelé que el peso promedio de los callos transgénicos correspondia a un 20-
25 % de los callos control (Fig. 42C).

50 days

Fig. 42. Fenotipo de plantas p24. A) Panel superior: plantas transgénicas C3 (derecha) y plantas control
D8 (izquierda) a las 11 semanas post-germinaciéon. Panel inferior: plantulas correspondientes a 5 dias
post-germinacion de las mismas lineas. B) Fotografias representativas de la zona meristematica de las
raices primarias correspondientes a la planta control (arriba) y C3 (abajo), a los 5§ dias post-germinacion.
El volumen promedio (n=6) de las zonas meristematicas de plantulas control y C3 fueron: 0,143 + 0,017 y
0,091 + 0,008 mm?®, respectivamente. El volumen fue calculado considerando al meristema como un
cilindro. Barra = 200 um. C) Callos provenientes de plantas C3, E2 y N. tabacum Xanthi D8 NN luego de

50 dias. Peso promedio (n=25) para cada tipo de callos fueron: C3: 0,215 g; E2: 0,265 g; planta control:
1,045 g (resultados obtenido por la Lic. Mercedes Rivero).
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2. Acumulacion de aziucares en plantas p24

Se determiné el contenido de azucares en las hojas de las lineas transgénicas C3 y
E2. Para ello, se tomaron muestras de hojas y de raices a las 11 semanas post-
germinacién. Como se muestra en la Fig. 43, el contenido de almidén es menor en
todas las muestras provenientes de plantas transgénicas. En las hojas, se observé una
disminucién del contenido de almidén y un leve aumento del contenido de azlcares
solubles, lo que determiné una relacién aztcares soluble/insoluble tres veces superior
a la de las plantas control. En forma similar, en las raices se observé una disminucioén
mas marcada del contenido de almidéon acompafado de una leve disminuciéon del
contenido de azucares solubles. Como consecuencia, la relacion azucares
soluble/insoluble fue de 3 a 5 veces mayor que en las plantas control. Si comparamos
el contenido total de azucares, las plantas p24 acumulan menor cantidad que las
plantas control, y esta disminucién pareceria correlacionarse con los niveles de
expresion de la p24 de cada linea transgénica.
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Fig. 43. Niveles de acumulacién de azicares luego de un periodo de 7 h de periodo de luz en hojas (A) y
en raices (B) de plantas transgénicas y control a las 11 semanas post-germinacion. Barras vacias: Plantas
control. Barras rayadas: Plantas E2. Barras negras: Plantas C3. En cada barra se indican las desviaciones
estandar. Glc: glucosa, Fru: fructosa, Sac: sacarosa, Alm: almidén, Azucar sol: azicar soluble

3. Fotosintesis en plantas p24

Con el objetivo de determinar la posible causa de la disminucién del contenido de
azucares en plantas p24, se estim6 la tasa fotosintética mediante la medicién del
intercambio carbénico neto (INC). Para ello, se transfirieron plantas adultas de 6 a 7
semanas a una camara de medicién de intercambio de CO, durante 3 dias. La tasa
fotosintética fue calculada como la cantidad de CO. fijada por unidad de superficie de
hoja, durante el periodo de luz. La respiracion fue calculada como la cantidad de CO;
liberada durante el periodo de oscuridad. Como se puede observar en la Tabla IV,
mientras la tasa fotosintética se halla reducida en las plantas p24, la respiracion no
estaba afectada en forma significativa. Como consecuencia de esto, la relacion R/P
(respiracion/fotosintesis) fue superior en las plantas p24 que en las plantas control.




Paralelamente, con el fin de determinar el funcionamiento fotoquimico de los
cloroplastos, se midieron las emisiones de fluorescencia de la clorofila en plantas p24.
Como se explica en Materiales y Métodos, la emision de fluorescencia de la clorofila
puede ser analizada y evaluada cuantitativamente y permite estimar la tasa de
transporte de electrones, el rendimiento cuantico y la existencia o no de fotoinhibicién
en los complejos fotosintéticos.

Como se muestra en la Tabla V, los valores correspondientes al rendimiento cuantico
maximo del fotosistema 2 (PS2) fueron similares en las plantas transgénicas y en las
plantas control. Este resultado indicaba que no habla dafios en PS2 de las plantas
transgénicas. En cambio, al analizar los valores correspondientes al rendimiento
cuantico efectivo, se observ6 una leve disminucién de los valores calculados para las
plantas p24, lo que sugerfa que la eficiencia del transporte de electrones en las plantas
p24 estaria disminuida muy probablemente en algun paso del complejo PS1 o del ciclo

de Calvin.
Plantas Fotosintesis Respiracién Relacién R/P en un
(ul.h'.em?) (ul.h'.em? periodo de 24 hs
D8 3142 12115 0,28
E2 16,515 12%15 0,52
c3 145115 1M1£1 0,54

+ Indican la desviacién estandar.

Tabla IV. Tasa de fotosintesis y de respiracién en plantas p24 y control. El INC fue medido como se
describe en Matenales y Métodos. Los resultados son expresados como el valor promedio obtenido de 4
plantas individuales para cada linea. Las mediciones re repitieron 3 veces.

Plantas Rendimiento cudntico Rendimiento cuantico efectivo bajo una determinada
maximo calculado como intensidad luminica
Fv I Fmax 255 yEm?s’ 600 pE.m s’
D8 0,820 + 0,005 0,645 + 0,030 0,430+ 0,015
E2 0,795+ 0,014 0,597 + 0,045 0,370 £ 0,030
C3 0,790 + 0,008 0,491 £ 0,020 0,353 £+ 0,017

+ Indican la desviacién estandar.

Tabla V. Emision de fluorescencia de la clorofila. Fv: indica la emision de fluorescencia variable que
equivale a la diferencia entre FO (emisién de fluorescencia inicial minimo) y Fmax (emision de fluorescencia
maxima obtenida al irradiar con una luz blanca muy intensa.



Es razonable pensar que si existe una menor asimilacién de productos fotosintéticos
en plantas p24, la formacién de azucares solubles en las mismas debe encontrarse
favorecida a expensas de la sintesis de almidén, que es la forma que tienen las
plantas de acumular los excesos de productos asimilados. Para aclarar este punto, se
determiné el contenido de almidén en muestras de hojas tomadas al principio y al final
del periodo de luz. Inesperadamente, cuando se calculé la cantidad de almidén
acumulada durante el periodo de luz en las plantas p24, se observé que las mismas
tenfan una cantidad similar a la de las plantas control. Es decir, a pesar que la
cantidad de almidén correspondiente de las plantas transgénicas a cada tiempo del
muestreo era menor, la acumulacién calculada como la diferencia entre las cantidades
de azicares correspondientes a cada tiempo de muestreo fue similar a las de plantas
control. Si bien no se tienen datos acerca de la tasa de exportacion de azucar en las
plantas analizadas, en primer instancia pareceria que a pesar de la baja tasa
fotosintética existe una sintesis de almidén normal en las plantas p24, y que éste seria
rapidamente convertido en azGcares solubles para compensar la baja concentracion
de los mismos.

Azucares solubles Almidén *
8 AM 10PM  Acumulacién 8 AM 10PM  Acumulacién
D8 0,85 1,15 0,20 497 6,54 1,57
E2 1,62 1,94 0,32 2,06 3,30 1,24
Cc3 1,08 1,56 0,48 0,55 2,04 1,49

Los valores estan indicados como mg/g PF
? Equivalente en glucosa

Tabla VI. Acumulacién de carbohidratos durante el periodo de luz en plantas p24 y control.

5. Contenido de nitratos en plantas p24

E! metabolismo de nitrégeno esta estrechamente relacionado con el metabolismo de
carbono y con la fotosintesis (Scheible et al, 1997). Teniendo esto en cuenta, se
evaluaron las posibles consecuencias de las alteraciones detectadas en el nivel de
carbohidratos sobre el metabolismo del nitrégeno. Para ello, se tomaron muestras



correspondientes a la tercera y la quinta hoja de las plantas transgénicas y control y se
determinaron los niveles de nitratos de las mismas.

“Plantas 3" hoja 5° hoja
(mg NO3/g.PF) (mgNO3/g.PF)
D8 0,45 0,41
E2 3,32+ 0,68 1,280,13
c3 514 £ 0,36 2,9910,33

+ Indica la desviacién estandar.

Tabla VII. Contenido de nitratos en las hojas de plantas transgénicas p24

Como se puede apreciar en la Tabla VI, se encontré una alta acumulacién de nitratos
en las hojas provenientes de las plantas transgénicas. Ademas, el nivel de
acumulacioén de nitratos se correlacionaba con los niveles de expresién del transgen.

6. Analisis microscopico de los cloroplastos de plantas p24

Los resultados referidos a la tasa fotosintética, y a la acumulaciéon de azucares y
nitratos eran indicativos de posibles alteraciones en los cloroplastos de plantas p24.
Para obtener mas informacidn sobre este aspecto, se observé en el microscopio
confocal y electrénico, el aspecto general de las células y de las organelas. Desde el
punto de vista histolégico, la forma, el tamario y la distribucién de las células eran
similares a las de las plantas control aunque, con baja frecuencia, se observaron
células con un aspecto similar al de las célula infectadas por PVX (resultados no
presentados). Una observacion mas detallada revel6 la presencia de grupos de células
cloréticas o muertas en las hojas de las plantas p24.

Como se muestra en la Fig. 44, las células de la linea C3 tienen los cloroplastos mas
redondos, y la vacuola desplazada. Por el contrario, en las plantas control, los
cloroplastos eran mas aplastados y se distribuyen en la periferia de la célula.

Coincidiendo con los resultados reportados por Davis et al., (1993), la localizacion de
la proteina p24 en las plantas transgénicas fue similar a la hallada en células
infectadas por PVX, observandose la tipica formacién de cuerpos laminados
compuestos por proteina p24. Sin embargo, no se pudo determinar la presencia de
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proteina p24 en los cloroplastos. Por otra parte, cuando los cloroplastos fueron
examinados con el microscopio electrénico, se encontraron alteraciones a nivel
ultraestructural. En las lineas C3 y E2, se observaron frecuentemente depédsitos
globulares electrodensos en el estroma de los cloroplastos (Fig. 45). Segun la
bibliografia, estos cuerpos se asemejan a los llamados platoglobuli, que son depésitos
de compuestos lipofilicos (posiblemente quinonas y carotenos esterificados) que
participan en el mantenimiento, reciclaje y degradacion de las estructuras
membranosas de la organela. Seglin algunos reportes previos, su numero se
incrementa en las células senescentes (Kessler et al., 1999). Paralelamente la
microscopia permitié confirmar que en los cloroplastos de las plantas p24 habia
menor contenido de almidén.

Fig. 44. Observacion por microscopia confocal de hojas de plantas p24 y control bajo luz UV. Las

observaciones fueron realizadas en 6 hojas de plantas control (A y B), y de la linea C3 de plantas p24 (C y
D). Se muestran fotos tomadas con dos aumentos distintos. Los cloroplastos (de color rojo) se distribuyen
periféricamente y presentan un aspecto normal en las células control. La vacuola central esta desplazada
del centro, y los cloroplastos son mas redondos en las células transgénicas. Barras = 200 um (A); 100 pm
(B and C) y 50 um (D).
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Fig. 45. Microscopia electrénica de transmisién (TEM) de cloroplastos de plantas p24 y control. (A)
Inclusiones citoplasmaticas laminadas compuestas por proteina p24 en células de plantas C3. La proteina
p24 fue marcada con un antisuero anti-p24 seguido de un segundo anticuerpo anti-conejo conjugado a oro
coloidal de 10 nm. (B) Dep6sitos de almidén (a) en cloroplastos de plantas control. (C y D) cloroplastos de
E2 y C3, respectivamente. Los dep6sitos de almidon no se hallan presentes o lo estan en muy baja
cantidad. Se observan frecuentemente plastoglobuli (indicados con las flechas). Barras = 150nm (A); 1um
(B, C, D).

7. Analisis de expresion de los genes fotosintéticos y defensivos en

plantas p24

Uno de los mecanismos implicados en la inhibicion de la fotosintesis es la
retroalimentacion negativa de los genes fotosintéticos (Krapp et al., 1993; Krapp y Stitt,
1995). Los azucares solubles, en especial la glucosa, acttan como una sefal para
inhibir la expresion de genes relacionadas a la fotosintesis (Sheen et al, 1999). Si
bien, el nivel total de azucares en las plantas p24 fue menor, la relacién entre el
contenido de azlcares solubles e insolubles fue consideradamente superior al de las
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plantas control. Para evaluar si esta alteracién inducia algin cambio en la expresion
de RUBISCO, se realizé un analisis de Northern utilizando como sonda a la secuencia
que codifica la subunidad menor de la misma (Fig. 46A). Como se puede apreciar, el
nivel de mRNA RUBISCO disminuia en relacién directa con el nivel de expresién de la
proteina p24 y coincidentemente con el grado de inhibicién de la tasa fotosintética
correspondiente a cada linea transgénica.

En trabajos previos con plantas transgénicas que acumulan azicares en las hojas,
tales como plantas que expresaban la invertasa de levadura, la pirofosfatasa de E.
coli, o la MP de PRLV (Herbers et al., 1996 y 1997), se observé una fuerte induccion
de genes PR. Esta induccion se encontré también en otras plantas transgénicas que
presentaban alteraciones metabdlicas (Takahashi et al., 1989; Becker et al., 1993;
Mittler et al., 1995). Basandose en estos antecedentes, se analiz6 la induccién de los
genes PR1a y PR3 en las hojas de las plantas transgénicas. Como puede apreciarse
en la Fig. 46B, ambos genes estaban inducidos en las plantas p24. Para evaluar si la
expresion de los genes PR dependia de la edad de las hojas analizadas, las terceras y
octavas hojas de las plantas transgénicas fueron analizadas por Northem blot. Los
genes PR1a, PR2 y PR3 se encuentran inducidos en las terceras hojas de las dos
lineas, y en la octava hoja de la linea E2 (datos no presentados). No se detecté la
induccién de los genes PR en las plantas control.
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Fig. 46. Expresion de la subunidad pequefia de RUBISCO y de genes PR en plantas p24. El RNA total de
plantas transgénicas (C3 y E2) y control (D8) fue purificado a las 13 semanas post-germinacion. La
membrana fue hibridada con sondas radiactivas de cDNA que correspondian a la secuencia de la
subunidad pequefia de RUBISCO (BSU) o a las secuencias de los genes PR1a y PR3 (A y B,
respectivamente). C) El mismo gel tefiido con bromuro de etidio (control de siembra de RNA).




CAPITULO 2

DISCUSION



DISCUSION

En esta parte del trabajo de Tesis, se analizaron los parametros fisiolégicos de las
plantas transgénicas p24 que fueron obtenidas y caracterizadas parcialmente durante
la Tesis Doctoral de la Dra. Ares. Basicamente, estas plantas presentaban una
alteracion fenotipica consistente en un pronunciado enanismo y clorosis en las hojas.
Posteriormente, se determiné que estas plantas eran resistentes contra las infecciones
de Tobamovirus.

Primeramente, se verific6 que las dos lineas seleccionadas en este estudio
expresaban efectivamente niveles diferentes de p24 y que existla una correlaciéon
entre estos y las alteraciones fenotipicas en las plantas transgénicas. También se
confirmé que las dos lineas transgénicas eran homocigotas e independientes. Por lo
tanto, se descartd que el fenotipo observado en las plantas p24 estuviesen vinculado a
algun efecto posicional del sitio de insercion del transgen en el genoma.

Las determinaciones de los contenidos de carbohidratos y de nitrato indicaron que las
plantas p24 presentaban una marcada alteraciéon de sus niveles de acumulacién. Las
plantas p24 acumulaban menos carbohidratos y, en particular, las cantidades de
almidén en hojas y ralces estaban significativamente reducidas. Por el contrario, los
niveles de nitrato se hallaban elevados y guardaban correlacién con los niveles de
expresion de la p24.

Al evaluar la capacidad fotosintética de las plantas p24, se observé una inhibicion de la
misma. En correlacién con esta, se encontré una reduccion de la expresion del gen
fotosintético (la subunidad pequefiia de RUBISCO). En trabajos previos se ha descripto
la inhibicién de la fotosintesis por la retroalimentacién negativa ocasionada por la
acumulacién de azucares solubles en las células (Herbers, et al., 1997). En el caso de
las plantas p24, los niveles de azucares solubles se hallaban préximos a los de las
plantas control. En cambio, la relacion entre los azucares solubles e insoluble era
llamativamente superior. Serfa interesante determinar si existe en las plantas algun
otro mecanismo capaz de iniciar la represion de los genes fotosintéticos,
independientemente del que opera través del nivel de azlcares en las células. Una
posibilidad es que la planta sea capaz de detectar el balance entre los niveles de estas
dos formas de carbohidratos, e inicie asf la represiéon de los genes fotosintéticos. De
hecho, la particién entre los azucares solubles e insoluble se encuentra muy regulada.
En apoyo de esta idea, existe un reporte sobre mutantes de Arabidopsis que acumulan



menos aimidén y que presentan una disminucién en la fotosintesis (Sun et al., 2001).
Ello sugiere que, la relacion entre estas dos formas de azicares podria influenciar la
tasa fotosintética en la planta.

Los estudios de emision de la fluorescencia de la clorofila sugieren que no existiria una
fotoinhibicién en el PS2. Sin embargo, la tasa del transporte de electrones pareceria
estar disminuida en los cloroplastos de las plantas p24, indicando indirectamente que
habria una alteracién en algun paso del PS1 o del Ciclo de Calvin. Por otro lado, se
encontré una correlaciéon entre la baja tasa fotosintética y las alteraciones estructurales
halladas en los cloroplastos de las lineas transgénicas. Los mismos mostraban un
aspecto mas redondo, con menor contenido de almidén, y presentaban con frecuencia
plastoglobuli en sus estromas. Estos resultados indican que la disminucién de la tasa
fotosintética presente en las plantas p24 podrian deberse principalmente a
alteraciones en los cloroplastos y a la disminucion de la expresién de los genes
fotosintéticos. Todos estos eventos se asemejan a procesos que ocurren durante la
senescencia celular. El hecho de no encontrar proteina p24 asociada a las organelas
de las plantas transgénicas, hace suponer que este evento seria una consecuencia
indirecta de la expresion de la misma.

Se pueden plantear varias hipétesis respecto de la acumulacion de nitrato. Es
razonable pensar que suceda un incremento del contenido de nitratos cuando las
funciones de los cloroplastos se encuentran alteradas, porque éstos son las organelas
responsables de la asimilacién de nitrégeno. Una posibilidad es que la baja tasa
fotosintética encontrada en las plantas p24 disminuya el nivel de factores reductores,
como NADPH y ferredoxina reducida, necesarias para la conversion de nitrito a
amonio catalizada por la nitrito reductasa, en el interior de la organela. A su vez, la
acumulacion de nitrito en la organela, ademas de ser téxica, inhibe la actividad de la
nitrato reductasa, la que cataliza la reaccién de nitrato a nitrito. Alternativamente, la
baja cantidad de carbohidratos provenientes de la baja asimilacion de CO,, provocaria
una menor disponibilidad de esqueletos carbonados para la asimilacién de amonio y la
posterior formacion de aminoacidos, aumentando asi el contenido de nitrato en las
células. Coincidentemente con estos razonamientos, se observa una aparente
correlacion ente los niveles de acumulacion de nitrato en hojas y el grado de inhibicién
de la fotosintesis de las dos lineas transgénicas analizadas.

La represion de genes fotosintéticos ha sido ya asociada a la induccion de genes PR
en varios trabajos previos. Por ejemplo, en plantas sometidas a una luz excesiva, que



favorece la aparicion de fotoinhibicion, se detect6 la expresion de genes PR y la
inhibicién de genes fotosintéticos (Karpinski et al., 1999). También se observé la
acumulacién de azucar en las hojas y la expresion de genes PR en plantas que
expresaban la invertasa de levadura (Sonnewald et al., 1991), en plantas crecidas con
el agregado exégeno de azucares (Herbers et al., 1996) y en plantas que expresaban
la MP de PRLV, (Herbers et al., 1997). La alta concentracibn de azucares en las
células fotosintéticas es el denominador comun en estos ultimos casos.

El hecho de que durante la infeccién provocada por PVX en plantas de tabaco no se
induzcan los genes PR (ver Resultados — Capitulo 1) sugiere que la induccién de los
genes PR observada en las plantas p24 serfa una consecuencia de un desbalance
metabdlico provocada por alteraciones de las funciones de los cloroplastos (Dietrich et
al., 1994). Si bien, durante la infeccién viral se observan cloroplastos alterados, la
continua exposicion a la p24 desde etapas tempranas del crecimiento podria
incrementar sus efectos perturbadores sobre las vias metabélicas. Ademas, como se
mencion6 mas arriba, hay algunos puntos comunes entre el proceso de senescencia y
las alteraciones de los cloroplastos encontradas en las plantas p24. Coincidentemente,
los genes PR también se inducen durante el proceso de senescencia (Quirino et al.,
2000).

Los resuitados obtenidos por la Dr. C. Sarrobert en Francia, en plantas de Arabidopsis
thaliana p24, y los obtenidos por la Lic. Rivero en nuestro laboratorio en plantas de S.
tuberosum transgénicas p24, apoyan también la idea de que las alteraciones
metabolicas provocadas por la proteina p24 no estarfan directamente vinculadas con
las alteraciones fenotipicas.

Como se puede apreciar en las fotografias de la Fig. 47, las plantas transgénicas de A.
thaliana muestran un fenotipo enano similar al de plantas p24 de tabaco. Como
sucede en estas ultimas, el grado del enanismo se correlaciona con los niveles de
acumulacién de la p24. Sin embargo, a diferencia de las plantas de tabaco p24, estas
plantas no mostraron clorosis en las hojas, alteraciones en los niveles de
carbohidratos, ni inhibicion de la tasa fotosintética. Tampoco se detectd la expresion
de los genes PR. Tal vez, esta diferencia se deba a que A. thaliana no es un
hospedador de PVX. En cambio, en las plantas de papa p24 se pudo observar no sélo
un severo enanismo desde la etapa temprana del crecimiento, sino también severas
alteraciones morfolégicas de las hojas. El escaso desarrollo de estas plantas no
permitié obtener material suficiente para desarrollar otros estudios mas extensos.
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Fig. 47. Plantas de A. thaliana, ecotipo WS (izquierda), y plantas transgénicas p24 de A. thaliana, linea
p24.2.2b (derecha). Las plantas transgénicas fueron obtenidas por la Dra. C. Sarrobert, CEA, Francia.

Una de las posibles causas del fenotipo enano de las plantas de tabaco era la baja
tasa fotosintética de las plantas transgénicas. Para evaluar este punto, se crecieron
plantas control en un ambiente con un nivel de luz reducido equivalente al requerido
para obtener una tasa fotosintética al 50% de la normal. Como era de esperar estas
plantas crecieron a un ritmo menor y alcanzaron un menor tamafio que las plantas
crecidas en condiciones normales. Sin embargo, la disminucién del tamafio no fue tan
pronunciado como de las plantas transgénicas crecidas en condiciones normales de
luz (datos no presentados). Por otra parte, el enanismo de las plantas transgénicas se
evidencia ya en etapas muy tempranas del desarrollo, cuando todavia no esta
funcionando completamente el aparato fotosintético. Esto también sugiere que el
enanismo observado en las plantas p24 responderia a un mecanismo independiente
del que produce la disminucién de la tasa fotosintética.

De acuerdo con los resultados presentados en esta etapa de la Tesis, la expresion de
la proteina p24 induciria dos tipos de alteraciones bien definidas en las plantas de
tabaco transgénicas. En primer término, la proteina p24 causa perturbaciones que



afectan las funciones de los cloroplastos, provocando clorosis e inducciéon de genes
defensivos, fenomenos generalmente asociados a una infeccion viral. En segundo
lugar, la expresion de la proteina p24 determina el desarrollo de un fenotipo enano que
pareceria ser independiente de las otras alteraciones metabdlicas y de los parametros
fotosintéticos observados. El hecho de que no se observan cambios en la relacién
tallo/raiz, implicaria que tanto al meristema apical como radicular estén igualmente
afectadas en las plantas p24.

También puede concluirse que el determinante del desarrolio de los sintomas
patogénicos provocados por PVX en plantas susceptibles se encuentra estrechamente
relacionado con el primer tipo de efectos provocados por la proteina p24. Por ejemplo,
las plantas control severamente infectadas con PVX no mostraron el fenotipo enano de
las plantas p24. Ademas, en plantas no-susceptibles a PVX no se observaron las
alteraciones metabdlicas asociadas a la infecciéon viral, como la reduccién de la
fotosintesis y la aparicion de clorosis en hojas. Apoyando esta conclusién, se habfan
observado sintomas mas severos durante la infeccion de PVX en plantas p24 de
tabaco (Ares et al., 1998). Hasta el presente, se han reportado al menos tres funciones
de la proteina p24. La funcion mejor caracterizada de esta proteina es promover la
movilizacién viral, actuando como una auténtica MP (Angell et al., 1996; Lough et al.,
1998). Una segunda funcion adjudicada a la proteina p24 es la de suprimir la
propagacion del PTGS a nivel sistémico (Voinnet et al., 2000). En tercer lugar, la
proteina p24 juega el papel de gen avr de los genes de resistencia Nb en S.
tuberosum (Malcuit et al., 1999). Faltaria determinar si alguna de estas funciones, o
alternativamente, alguna otra funcién aun desconocida de esta protefna es
responsable del fenotipo descripto en las plantas p24.

En relacién con esto pueden plantearse al menos tres mecanismos posibles para
explicar este fenotipo.

1) La alteracion de las comunicaciones intercelulares provocada por la proteina p24 a
través de su efecto sobre los plasmodesmos podria estar desregulando los
mecanismos que controlan normaimente el desarrollo de la planta a través del
intercambio de macromoléculas y de hormonas.

2) La inhibicién de la propagacién del PTGS causada por la proteina p24 podria estar
interfiriendo con el desarrolio normal de la planta, al afectar un nimero indeterminado
de genes enddgenos regulados por este mecanismo post-transcripcional.



3) La interaccién directa entre la proteina p24 con aigin componente celular, ya sea
proteinas involucradas en los procesos del ciclo celular, o proteinas que mantienen la
homeostasis metabdlica y del redox intracelular, podrla estar provocando alteraciones
de sus funciones, independientemente del papel que cumple la proteina p24 durante la
patogénesis viral.

Para abordar el punto 3), durante el transcurso del trabajo de Tesis se realiz6 un
screening para identificar aquellas protefnas con capacidad de interactuar con la
proteina p24. Se emple6 la técnica del doble hibrido utilizando la proteina p24 como
carnada (barf) y una biblioteca de cDNA de tabaco. A pesar de los reiterados intentos,
no se encontrd interaccion alguna entre las proteinas expresadas en la biblioteca y la
proteina p24.
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CAPITULO 1

Se obtuvieron varias lineas de plantas transgénicas de tabaco transformadas con el
gen de la proteina p12 de PVX. Indirectamente, se dedujo que las mismas expresan
proteina p12 funcional ya que una versiéon de PVX delecionada en el OR3 es capaz de
movilizarse en las mismas en ensayos de trans-complementacion.

Se observé la apancién de dos nuevas caracteristicas en plantas p12: 1) alteraciones
histolégicas en las hojas maduras, consistentes en la degradaciéon de células del
mesofilo y 2) aparicion de una respuesta defensiva contra la infecciéon por PVX, que se
manifesté como lesiones con forma de anillos necréticos en las hojas infectadas.

Respecto del punto 2) se realizaron las siguientes observaciones:

a) La respuesta defensiva reune algunas caracteristicas de la respuesta HR, pero
difiere de la respuesta clasica en algunos aspectos. Asl, produce una respuesta mas
atenuada y con una cinética de induccién de la respuesta mas lenta. Esto es
posiblemente, causa por las que la plantas p12 no producen una respuesta SAR,
como sucede normalmente en una respuesta clasica.

b) Esta resistencia se observé sélo en el caso de PVX y es muy probablemente
consecuencia del desarrollo de la respuesta tipo HR.

c) Para el desarrollo de las lesiones se necesita la presencia simultanea de la proteina
p12 proveniente del transgen y de PVX.

d) El mecanismo de la respuesta defensiva se activarfa una vez alcanzado un nivel
critico de la acumulacién de p12.

e) No intervendria un mecanismo de resistencia mediada por PTGS.

Tomando en cuenta estas conclusiones y los datos reportados en la bibliografia, se
postularon las siguientes hipétesis sobre la movilizacién viral y los mecanismos de
patogenia de PVX:

a) La sintesis en forma estrictamente regulada de las proteinas p12 y p8 seria
importante para el proceso normal del transporte viral. Por tal motivo, la traduccién de
las proteinas TGB2 y TGB3 a partir de un sgRNA bicistrénico habria sido seleccionada
como un mecanismo que garantiza una relacion estequiométrica constante entre ellas
durante la infeccion.



b) La proteina p12, ademas de ser indispensable para la movilizacion viral, seria capaz
de inducir una respuesta defensiva en el hospedador cuando se acumula en exceso
respecto de la proteina p8. Asf, durante una infeccién normal, el virus utilizaria un
mecanismo que le permite mantener un bajo nivel de expresién de la proteina p12, lo
que impediria la induccién de una respuesta defensiva contra el mismo.

CAPITULO 2

Se efectud un estudio de algunos parametros fisiolégicos en plantas transgénicas p24
que habia sido obtenidas previamente. Se estudiaron pardmetros relacionados al
metabolismo del carbono y del nitrégeno, a la tasa fotosintética, a ia estructura de los
cloroplastos y a la morfologia y desarrollo de las plantas.

La expresién de la proteina p24 indujo dos tipos de alteraciones bien definidas en las
plantas de tabaco transgénicas: a) perturbaciones de las funciones de los cloroplastos,
que originaron clorosis e induccion de genes defensivos; b) un fenotipo de enanismo
que, en principio, pareceria ser independiente de las alteraciones metabdlicas y de los
parametros fotosintéticos. Las plantas p24, al no tener alterada la relacién tallo/raiz
estarfan igualmente, afectadas a nivel de los meristemas apical y radicular.

En base a estos resultados y a otros publicados anteriormente, se postulé que la
protelna p24 serfa el pnncipal determinante patogénico de PVX, o sea el componente
preponderante de los sintomas causados por la infeccion. En apoyo de esta idea, la
expresion de las otras proteinas virales en tabaco no se manifesté en ningun caso en
forma de alteraciones fisiolégicas como las descriptas en las plantas p24.

CONCLUSION FINAL

En la virologfa vegetal, aun no se ha podido identificar los factores determinantes que
inducen la apariciéon de sintomas en las plantas susceptibles. Por el contrario, se
cuenta con mas informacion en el caso de interacciones planta-virus en las que se
desarrollan respuestas defensivas y sobre los posibles mecanismos involucrados en
las mismas.

En el presente trabajo, se evaluaron aspectos relacionados con la interaccion entre
plantas de tabaco N. tabacum Xhanti D8 NN y PVX. En particular, se exploraron los



efectos producidos por dos de las tres proteinas involucradas en la movilizacién viral
en la induccién de sintomas y de alteraciones metabélicas, y en la generacion de
respuestas defensivas. Con este fin, se generaron y se estudiaron dos tipos de plantas
transgénicas.

Las proteinas p12 y p24 estan codificadas por genes del TGB, y junto con la proteina
p8 y la CP, intervienen en el transporte del genoma viral de una célula a la otra. Estas
proteinas no sélo cumplen roles diferentes durante la patogenia viral, sino que
indujeron diferentes respuestas en las plantas transgénicas. En el caso de la proteina
p12, su expresion produjo cambios en el tejido de las hojas maduras e indujo
respuestas defensivas, que convirtieron a las plantas p12 en resistentes a este virus,
pero no a virus pertenecientes a otros grupos. La caracterizaciéon de las plantas p24
indicé que esta proteina podria tener un papel importante en el desarrollo de las
alteraciones fisiol6gicas que acompadan a la infeccién y en la formacién de sintomas
durante la misma. Ademads, varias lineas de evidencia sugieren que tendria la
capacidad de modificar la tasa de division celular en meristemas de plantas
hospedadores y no hospedadores de PVX.

Los resultados obtenidos en esta Tesis indican que los enfoques basados en la
expresion de proteinas virales en plantas transgénicas son utiles para: a) descubnir
nuevas propiedades y funciones de las proteinas virales durante la patogenia; b)
profundizar los conocimientos acerca de las complicadas interacciones que existen
entre la planta y el virus; c) utilizar a las protefnas virales, en especial las MPs, como
una herramienta alternativa para el estudio de aspectos vinculados a la fisiologia y al
desarrollo vegetal.
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MATERIALES Y METODOS

1. Lineas de plantas

Xanthi D8 NN: N. tabacum cv. Xanthi D8 NN. Es homocigota para el gen de resistencia
N, por lo que desarrolla lesiones necréticas en las hojas inoculadas con TMV.
Gentilmente cedida por el Dr. Yves Chupeau (INRA, Francia).

Lineas p24-C y p24-E: N. tabacum cv. Xanthi D8 NN transgénicas para la proteina p24
de PVX, homocigotas para el gen de resistencia N (Ares, Tesis Doctoral 1998). Ambas
lineas son homocigotas para el gen de la proteina p24.

Lineas p12-3, p12-2 y p12-101: N. tabacum cv. Xanthi D8 NN transgénicas para la
proteina p12 de PVX, homocigotas para el gen de resistencia N. La linea p12-3 es
homocigota para el gen de la proteina p12.

Linea P8-12: N. tabacum cv. Xanthi D8 NN transgénicas para la proteina p8 de PVX.
Esta linea es homocigota para los genes N y p8.

2. Virus

La cepa CP2 del virus X (PVX-CP2) de papa fue aislada en el Centro Internacional de
la Papa (Lima, Peru). El clonado y la secuenciacién completa del genoma viral fueron
reportados previamente (GeneBank Accession N° X55802; Orman et al., 1990). El
inoculo se preparé a partir de una planta N. tabacum Xanthi D8 NN infectada con PVX
de 20 DPlI de la que se cosecharon hojas para su posterior liofilizacion. Se
homogeneizé 0,1 g de hojas liofilizadas con 10 ml de buffer fosfato 0,1 M, pH 7, y se

utilizaron 100 pl por hoja de este extracto para cada infeccién.

El in6culo de PVY cepa N se obtuvo del laboratorio del Dr. Christophe Robaglia (CEA,
Francia), y se preparé de la misma forma que el inéculo de PVX.

La cepa TMV-U1 (comun) de TMV se obtuvo del laboratorio del Dr. Roger Beachy
(Donald Danford Plant Institute, USA). El virus fue purificado como se detalla mas
adelante. Se diluy6 la suspencion viral concentrada resultante de la purificacién entre
1:5000 y 1:10000. Se utilizaron 50 p! de dilucién por hoja para cada infeccién.



La copia completa de cDNA del genoma de PVX se obtuvo mediante ensamblaje de
los fragmentos apropiados de cDNA (Calamante, 1998). El clon resultante fue
denominado pPVX3 y contiene los nucleétidos correspondientes a las posiciones 1 a
6432 del genoma viral mas una cola de poly(A) de 24 residuos. La secuencia completa
del virus fue clonada rfo abajo del promotor T7 en el vector comercial para E.coli
pUC18.

La version mutante de PVX defectiva en la movilizacion (pPVXAp12), que posee una
delecién interna de 108 nucleétidos correspondientes al ORF3, se obtuvo a partir de
modificaciones realizadas en el clon pPVX3. En primer lugar, se obtuvo un fragmento
comprendido entre las posiciones 4875 y 5792 del genoma viral mediante digestion
con la enzima Nhe | y el mismo se subcloné en el vector comercial pBluescript SK+,
conservando los sitios de reconocimiento para dicha enzima (ver Calamante 1998).
Luego, el clon fue digerido con la enzima Xba | para eliminar la region comprendida
entre las posiciones 5254 y 5363 correspondientes a la secuencia intema del gen de la
proteina p12. Luego de re-ligar los extremos Xba |, se liberé el fragmento Nhe I/Nhe |
del vector pBluescript SK+ y se lo utilizé para reemplazar la secuencia original
correspondiente en el clon pPVX3.

3. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

E. _coli: Se utilizaron las cepas DH5a y BL24. Todos los cultivos fueron hechos en
medio LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L). En el caso de
medios sélidos, se agregd agar hasta una concentracion final de 1,5 %. Los
suplementos utilizados fueron los siguientes: ampicilina (100 pg/ml), kanamicina (100
pg/mi), IPTG (0,5 %) y X-Gal (100 uM). Se partié6 siempre de una colonia crecida en
medio minimo M9 (Na_HPO, 5 g/L, KH.PO, 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH,CI 1 g/L, MgSO, 2
mM, glucosa 0,2 %, CaCl, 0,1 mM), suplementado con tiamina 0,5 ug/ml. Todos los
crecimientos bacterianos fueron llevados a cabo en Erlenmeyers conteniendo un
volumen de medio de cultivo equivalente a aproximadamente el 25 % de su capacidad
total. La temperatura de crecimiento fue de 37 °C para la cepa DH5a y de 30 °C para
la cepa BL24 y la agitacion fue de alrededor de 200 rpm en ambos casos. La cepa
BL24 fue gentilmente cedido por el Dr. LAzaro Hemnandez (Centro de Biotecnologia,
Cuba).
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A. tumefaciens: Se utilizé la cepa LBA4404 que porta el plasmido pAL4404 el que

contiene genes que confieren resistencia a los antibiéticos rifampicina y streptomicina.
La temperatura de crecimiento fue de 28 °C en medio LB.

4. Métodos de ingenieria genética

Las técnicas de DNA recombinante se efectuaron de acuerdo con protocolos estandar
(Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1984). Las enzimas empleadas fueron
obtenidas de New England Biolabs (USA), BRL-Life Technology (USA), Promega
(USA) y Amersham-Pharmacia (USA) y se usaron segun las especificaciones del
fabricante.

5. Plasmidos comerciales e iniciadores

Los plasmidos comerciales utilizados fueron: pBluescript SK+ (Stratagen, USA), pTA
(Invitrogen, USA), pRSETc (Stratagen, USA), pMALc2 (New England Biolabs, USA),
pBl121 (Clontech, USA), pGEM-T (Promega, USA) y pKK223-3 (Stratagen, USA).

Los iniciadores que se utilizaron para amplificar los fragmentos correspondioentes al
gen de la proteina p12 (ORF3), al de la proteina p8 (ORF4) y a los genes de las
proteinas p12 y p8 (ORFs 3 y 4) fueron las siguientes:

Iniciador a: 5 GGAATTCIEMIMIBCCAACAATGTCCGCGCAGGGGCAT 3’
Iniciador b: 5’ TGAATTCIEMIMIBGCTAATGACTGCTATGATT 3’

Iniciador ¢: 5° GGAATTCIEMIBIEBC CAACAATGGAAGCAGGTGCTTAT 3’
Iniciador d: 5’ GAATTCIEMIMIE T TATCACTGGAAACTTAAC 3’

Las bases correspondientes al codon de iniciacion estan indicadas con letras en
negrita. Los sitios para las enzimas Eco Rl y Eco RV estan indicados en color amarillo
y verde, respectivamente. La secuencia enhancer de la traducciéon (secuencia
consenso de Kozac) esta indicada en letras en italica. Las bases correspondientes al
anti codon stop estan subrayadas. Los iniciadores a y b tienen secuencias
complementarias al gen de la proteina p12, y los iniciadores c y d al gen de la proteina

ps.




Para los experimentos de transformacion se utilizé N. tabacum cv. Xanthi D8 NN. Se
tomaron hojas jovenes y se esterilizaron en hipoclorito de sodio durante 20 min. Se
lavaron con H,O estéril y se cortaron en cuadrados de 1 cm de lado. Los explantos se
colocaron en placas de Petri con medio liquido MS (Murashigue y Skoog, 1962), se
agregaron 100 pl de un cultivo fresco de A. tumefaciens conteniendo el T-DNA a
transferir a la planta y se incubd por 2 dias a 27 °C en camara de cria. Luego, los
explantos se transfirieron a medio MS sélido suplementado con benciladenina (BA) 1
mg/L, acido naftalenacético (ANA) 0,1 mg/L, kanamicina 100 mg/L y cefotaxime 500
mg/L. Dos a tres semanas mas tarde regeneraron callos a partir de explantos. Al
alcanzar los mismos 1 cm de largo, se colocaron en medio MS sélido suplementado
con las mismas hormonas, mas kanamicina y cefotaxime en concentraciones similares
a las anteriores. Se transfiri6 un callo por cada explanto de hoja. Luego de 2 a 3
semanas, se transfineron nuevamente los callos al medio MS sélido suplementado con
las mismas hormonas, para promover el desarrollo de plantulas.

7. Rusticacion de plantas

Antes del pasaje al cuarto de crecimiento, las plantulas crecidas in vitro se lavaron en
H.0 corriente y se transplantaron a una mezcla de volumenes iguales de tierra fértil y
turba, suplementada con fertilizantes ricos en fosfato y nitrégeno. La temperatura del
cuarto fue controlada mediante un sistema de aire acondicionado entre los 15 °C y 25
°C. Durante los pnmeros 2-3 dias, las plantas se mantuvieron cubiertas con un frasco
de vidrio o una bolsa de polietileno para evitar la deshidratacion. Luego, se
mantuvieron descubiertas por 1-2 h diarias, incrementando este periodo graduaimente.
Las plantas se mantuvieron en un cuarto de crecimiento bajo luz artificial (14 h luz/10 h
oscuridad) a 25-30 °C.

En el laboratono del CEA (Francia), las plantas de tabaco fueron cultivadas en
macetas individuales con vermiculita, y mantenidas en una camara de crfa con un
régimen de 14 h dia/10 h oscuridad (25 °C dia/21 °C noche). La intensidad de la luz
fue estrictamente controlada a 200 pE.mZs’. Las plantas fueron fertilizadas
automaticamente mediante inmersion en el medio mineral Coic-Lesaint (Coic y Lesaint
1971) durante 20 min todos los dias. De esta manera se traté de disminuir la influencia
de los factores ambientales sobre los parametros fisiologicos.



Se crecieron los callos a partir de explantos de hojas de 1 cm? de superficie y 0,02 g
de peso promedio. Para eso, se tomaron en total, 25 explantos a partir de la tercera
hoja superior de cada planta, y se esterilizaron superficialmente mediante
incubaciones en una solucién de etanol 70 % durante 1 min, y posteriormente, en una
solucion de hipoclorito de sodio al 20 % durante 20 min. Luego, se lavaron los
explantos con H,O destilada estéril y se colocaron en un medio MS suplementado con
3 % de sacarosa, 1,5 mg/mi de 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoloxidoacético) y 0,7% de
agar. Se cultivaron los explantos en un ambiente controlado con un régimen de 16 h
dia/8 h oscuridad (25 °C dla / 21 °C noche). Se repicaron los callos generados a partir
de los explantos a los 25 dias. Al cabo de 50 dias, se pesaron los callos obtenidos y se
obtuvieron el peso promedio para cada planta. Las experiencias fueron realizadas en
colaboracién con la Lic. Mercedes Rivero (INGEBI-Conicet).

9. Ensayo de actividad de NPT Il

La neomicina fosfotransferasa-ll (NPT II) es una enzima de origen bacteriano que
cataliza la fosforilacion de antibiticos aminoglicdsidos (neomicina, kanamicina y G-
418). La reaccion catalizada por esta enzima involucra la transferencia de un grupo
fosfato del ATP al antibiético. La molécula asi fosforilada es incapaz de unirse al
ribosoma e interferir con la sintesis de proteinas. Utilizando §[**P]-dATP es posible
detectar la actividad de la enzima por la incorporacion de radioactividad al antibiético.

Se traté una membrana de fosfocelulosa P81 (Whatmann, USA) con una solucién de
ATP 30 mM y pirofosfato de sodio 50 mM, durante 10 min con agitacién y luego se la
dej6 secar a temperatura ambiente. Se homogenizaron aproximadamente 50 mg de
hojas en presencia de 50 pl de buffer de extraccion (glicerol 20 %, Trns-HCI 125 mM,
pH 6,8, B-mercaptoetanol 10 %, SDS 0,2 %), utilizando un tubo Eppendorf y un
vastago de plastico. Se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C, se tomaron 15
ul del sobrenadante y se agregaron a 15 pl de una solucién conteniendo Tris-HCI 65
mM, MgCl, 40 mM, NH,C! 0,4 M (titulado a pH 7,1 con acido maleico 1 M), ATP 0,05
mM, & [*P]-dATP 100 uCi/ml, neomicina 175 ug/ml y NaF 50 mM. Se incubé durante 1
h a 37 °C y se centrifugé durante 5§ min a 12.000 rpm. Se sembraron 20 pul del
sobrenadante sobre |la membrana de fosfocelulosa. Luego de secar las muestras, las
membranas se lavaron con buffer fosfato 10 mM, pH 7,4, previamente calentado a 80
°C, durante 10 min con agitacién suave (el buffer se va enfriando a temperatura



ambiente durante los lavados). Este lavado se repiti6 4 veces. Finalmente se
realizaron autorradiografias en placas Kodak X-OMAT.

10. Analisis de segregacion mendeliana del gen npt I|

Se tomaron aproximadamente 100 semillas de cada linea transgénica FO, y se
esterilizaron en lavandina comercial diluida al 20 % durante 5 min. Se lavaron con
vanos volimenes de H,O bidestilada estéril, se sembraron en medio de cultivo MS
sélido suplementado con 100 ug/ml de kanamicina y se incubaron en cadmara de cria.
Dos semanas después de la germinacion, se conté el nimero de plantas resistentes y
sensibles para cada linea. Se seleccionaron las lineas que presentaron una relacion
plantas resistentes:sensibles igual a 3:1. Se autopolinizaron 5 plantas resistentes a
kanamicina y con una relacién 3:1, y se obtuvieron semillas F1 (1? generacién). Se
repitieron los pasos anteniores con semillas F2 obtenidas de estas plantas F1 y se
conté el numero de plantas resistentes y sensibles germinadas en medio selectivo. Se
consider6 como una linea homocigota a las plantas F2 obtenidas de plantas madres
F1 que dieron el 100 % de sus descendientes resistentes a kanamicina.

11. Northern blot

Transferencia de RNA a membranas de Nylon

Los RNAs fueron separados electroforéticamente en geles conteniendo formaldehido,
tal como se describe en el punto 14. Una vez terminada la separacién, se lavé y se
equilibré el gel en solucion SSC 10x (NaCl 1,5 M, citrato de sodio 0,15 M, pH 7)
durante 30 min. El gel se transfirid por capilaridad a una membrana de Nylon (Nytran,
Schleicher & Schuell, USA) equilibrada en la misma solucién, como se describe en
Ausubel et al., (1994). Luego, la membrana de Nylon se lavé 1 vez utilizando solucioén
SSC 10x, se sec6d a temperatura ambiente y se fij6 durante 2 min exponiéndola a
radiacién UV. La membrana se guardé a temperatura ambiente hasta la hibridacién.

Hibridacién

La hibridacién se realiz6 en homos de hibridacion rotatorios. Las membranas de Nylon
de 10 x 16 cm se prehibridaron con 10 ml de solucién Church buffer (SDS 7 %, BSA 1
%, NaHPO, 0,5 % pH 7,2, EDTA 1 mM, pH 8) durante 1 h a 65 °C. Luego, la sonda
marcada con [*?P] se desnaturalizé y se agregé en el mismo tubo en que se realiz6 la
prehibridacion. Se incubé en el homo durante 16-18 h, a 65 °C (en el caso de las
sondas 100 % homélogas a la secuencia blanco). Luego, se lavé una vez con SSC 2x,



SDS 0,1 % durante 15 min a temperatura ambiente, y 2 veces mas con SSC 2x, SDS
0,1 % y SSC 0,2x, SDS 0,1 % durante 15 min a la temperatura de hibridacién. Las
autorradiografias se realizaron con pelicula Kodak X-O-Mat y pantalla intensificadora a
-70°C por perfodos de tiempo variables. Cuando la membrana de Nylon fue re-
hibridada con una sonda diferente, se elimind la primer sonda unida (stripp-off). Para
ello, se precalentd una solucion de SDS 0,1 % a 100 °C y se sumergié alli ia
membrana, y se incubd hasta que la solucién alcanzé la temperatura ambiente.

cDNAs utilizadas como sondas

Los fragmentos de cDNA para estudiar la expresion de los genes PR1a, PR2 y PR3
fueron facilitados por el Dr. Eric Lam (Rutgers University, USA). El fragmento de cDNA
correspondiente a RNA ribosomal 17S de arroz fue obtenido del Dr. Jorge Muschetti
(INGEBI-Conicet). El fragmento de cDNA correspondiente a la subunidad pequena de
RUBISCO fue cedido por el Dr. Christophe Robaglia (CEA, Francia).

12. Southern blot

El DNA total para analisis de Southemn blot fue obtenido a partir de muestras de hojas
de platas crecidas en macetas, usando el kit comercial DNA Easy Plant prep (Qiagen,
USA), siguiendo las especificaciones del fabricante. Luego de digerir con las enzimas
de restriccion apropiadas, se analizaron muestras de 10 ug de DNA gendmico digerido
en un gel de agarosa 0,8 %. Posteriormente, el gel se traté con soluciones de HCI 0,4
N durante 30 min, con una solucién de desnaturalizacion (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M)
durante 30 min, y con una soluciéon de renaturalizaciéon (NaCl 0,5 M, Tris-HC! 0,5 M,
pH 7,.4) durante 15 min, para despurinar, desnaturalizar y neutralizar el DNA,
respectivamente. Finalmente, se transfiri6 a una membrana de Nylon Z-Probe
(BioRad, USA), utilizando un sistema de transferencia capilar durante toda la noche.
Después de la transferencia, la membrana se fij6 por irradiacién con luz UV, utilizando
el aparato comercial uv cross-linker (Pharmacia, USA).

13. Marcacion de sondas por iniciacién al azar de la polimerizacion

Se realizé utilizando el kit comercial RadPrime DNA Labelling System (GIBCO-BRL,
USA), y se siguieron las instrucciones descriptas por el fabricante. En general, la
muestra de DNA fue obtenida a partir de clones previamente caracterizados donde el
fragmento a utilizar como sonda se liberd por restriccion con las enzimas adecuadas y



se purificé a partir de geles de agarosa. Se agregaron entre 20 y 40 ng de DNA en un
volumen de 2 pl, se desnaturalizé el mismo por calentamiento a 100 °C durante 2 min,
y se lo mantuvo en hielo por 2 min. La mezcla de reaccién se preparé siguiendo las
instrucciones del kit y utilizando las soluciones provistas. En general se utilizaron 2 pl
de [**P]-dCTP y 2 u del fragmento Klenow de la DNA polimerasa (1U/pl). La reaccién
se incubd durante 30 min a 37 °C y se detuvo agregando 5 pul de EDTA 0,5 M. Para
eliminar los nucleétidos no incorporados se agregé H,O a la mezcla de reaccion hasta
un volumen final de 200 pl. Se agregaron 1 pg de DNA de esperma de salmén
(sonicado) como carrier, 1/2 vol. de acetato de amonio 7,5 My 3 vol. de etanol 100 %.
Se centrifugd 15 min a 12.000 rpm. Se descarté el sobrenadante y el precipitado se
resuspendi6 en 100 ul de H,O (utilizando Vortex y calor para despegarlo del fondo del
tubo). Antes de hibridar, se desnaturaliz6 la sonda a 100 °C por 10 min y se colocd en
hielo por 2 min.

14. Electroforesis

Geles de agarosa nativos
Se utilizaron geles de agarosa de entre 0,7 y 1,5 %. El buffer utilizado fue TAE (Tris-

acetato 40 mM, pH 8,5, EDTA 2 mM). Los geles contenian 0,5 ng/ml de bromuro de
etidio. En general, las corridas electroforéticas se realizaron a 5-10 Vicm y a
temperatura ambiente. La composicién del buffer de siembra 10X utilizado fue: glicerol
50 %, Azul de bromofenol (BPB) 1 %. Los geles fueron fotografiados utilizando luz UV
de 365 nm en un /mage Master trans-illuminator (Amershan Pharmacia, USA).

Geles de agarosa con formaldehido

Se fundi6 la agarosa en un volumen adecuado de H,O deionizada, se dejé enfriar a
55-60 °C y se agregaron formaldehido hasta una concentracion de 6 % y buffer MOPS
10X (MOPS 0,2 M, acetato de sodio 50 mMy EDTA 10 mM, pH 7) hasta alcanzar una
concentraciéon final de 1X. La muestra a sembrar se resuspendi6 en 50 % de
formamida conteniendo 6 % de formaldehido y buffer MOPS 1X. Se calent6 a 65 °C
durante 10-15 min, se enfrié 2 min en hielo, se agregaron 1,5 ul bromuro de etidio 0,1
% y 2 ul buffer de siembra (BPB 1 %, glicerol 50 %). Las corridas electroforéticas se
efectuaron a 100 V.



Electroforesis de proteinas

Se realizaron geles planos de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) segtn Laemli (1970)
de 10x10 cm y 0,75 6 1,5 mm de espesor, utilizando el sistema Mini-Protean |I™
(Hoeffer, USA). Antes de sembrar las muestras se calentaron a 100 °C durante 3 min
en buffer de siembra para proteinas (Tris-HCI 250 mM, pH 6,8, SDS 0,5 %, glicerol 5
%, B-mercaptoetanol 1 % V/V, BPB 0,05 mg/ml). Luego de la corrida electroforética,
los geles se tiffieron con Coomasie Blue o se transfireron a membranas de
nitrocelulosa para realizar ensayos de Westemn blot. En los casos en que se tifé, el
procedimiento fue el siguiente: se sumergi6 el gel en una solucion de Coomasie Blue
R250 0,05 %, metanol 40 %, acido acético 10 % durante 2 h a temperatura ambiente
con agitacién moderada. Se lavé con metanol 45 %, acido acético 10 %, hasta eliminar
la tincién no especifica, se secé sobre papel Whatman 3 MM y se fotografi6. Para la
tincién reversible, se utilizé una soluciéon de Coomasie Blue R250 0,05 % en H;O. Las
bandas de proteina visualizadas por este método fueron extraidas del gel para su
posterior inoculacién en animales.

La composicion de los geles y soluciones utilizadas fue la siguiente:

Gel separador 12 % (10 ml)
Acrilamida-bisacrilamida 30 % (30:1) 4 mi

Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 2,5ml
H.O destilada 3,3ml
SDS 10 % 100 pl
Persulfato de amonio 10 % 100 pl
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina 5 ul

Gel concentrador 5 % (5 ml)
Acrilamida/bisacrilamida 30 % (30:1) 0,83 mi

Tris-HCI 1 M, pH 6,8 0,63 mi
H.O destilada 3,4 mi
SDS 10 % 50 pl
Persulfato de amonio 10 % 25 pl
N.N,N',N'-tetrametiletilendiamina S5ul

Buffer de comida:
Buffer Tris-HCI, pH 8,8 25 mM



glicina 190 mM
SDS 0.1%

Los geles de Tricina-SDS se utilizaron para resolver proteinas pequefas, y se
prepararon segun el protocolo detallado en Ausubel et al.,, (1984). La composicion de
los geles y soluciones utilizadas fue la siguiente:

Gel separador 16,5% (10 ml)
Acrilamida/bisacrilamida 30% (30:1) 5,5 ml

Tris-HCI-SDS, pH 8,45 3,3ml
H,0 destilada 0,1ml
Glicerol 100 % 1,056 mi
Persulfato de amonio 10 % 100 pl

N.N,N',N'-tetrametiletilendiamina 4 i

Gel concentrador 5 %
Acrilamida/bisacrilamida 30 % (30:1) 0,54 ml

Tris-HCI-SDS pH 8,45 1,03 mi
H,O destilada 2,60 mi
Persulfato de amonio 10 % S0 pl

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina 5yl

Buffer de corrida de anodo (5 L):
Tris base 121,19
Después de disolver en 500 ml de H.0, llevar a pH 8,9. Después diluir hasta 5 L.

Buffer de corrida de catodo (1 L):

Tris base 12,11g
Tricina 1792 g
SDS 1@

Electroforesis para secuenciacion

La composicién del gel y soluciones utilizadas fue la siguiente:
Acrilamida-bisacrilamida 40 % (40:2) 50 mi
TBE 10x 10ml



H,O destilada c.p.s. 100 mi

Urea 21g
Persulfato de amonio 10 % 500 pl
N,N,N'.N'-tetrametiletilendiamina 50 ul

15. Western blot

Se utilizé el sistema Mini Trans-Blot™ (BioRad, USA). Luego de la corrida
electroforética, el gel se sumergié en buffer de electrotransferencia (Tris-HCI 50 miM,
pH 7.5, glicina 196 mM, metanol 20 %). Se cort6 un trozo de nitrocelulosa (BA 85 0,45
pm, Schleicher & Schuell, USA) del tamaiio del gel y se 1o dej6 hidratar unos minutos
en el buffer. Se colocaron, ordenadamente y evitando la formaciéon de burbujas, 1
esponja tipo Scotch Brite (BioRad, USA), 2 hojas de papel filtro Whatman 3MM, el gel,
la membrana de nitrocelulosa, otras 2 hojas de papel de filtro Whatman 3MM y otra
esponja tipo Scotch Brite (BioRad, USA). Todo esto se ensamblé en el cartucho de
transferencia y se colocé dentro de la cuba de electrotransferencia (BioRad, USA), que
luego se liené de buffer. La transferencia se llevé a cabo a 60 V (voltaje constante)
durante 1 h, siempre en frio. Una vez transferida, la membrana se sec6 a temperatura
ambiente. Las membranas se incubaron en solucién de bloqueo (Tris-HC| 50 mM pH
8, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05-0,1 %; leche descremada en poivo 3 %, glicina 2 %)
durante 60 min a temperatura ambiente, y se lavaron con TBST [Tris-HCI 50 mM pH 8,
NaCl 150 mM (TBS), Tween 20 0,05-0,1 %] dos veces de 5 min cada una. Se incub6
con el anticuerpo a la dilucién adecuada, en solucién de bloqueo, durante 60 min a
temperatura ambiente con agitacion. Se lavé 3 veces durante § min con TBST. Se
incubd con un segundo anticuerpo anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina (BioRad,
USA) preparado en solucion de bloqueo 60 min. Se lavé 3 veces con TBS durante §
min cada vez, a temperatura ambiente. Se lavd una vez con buffer fosfatasa (Tris-HCI
100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM), durante 5 min a temperatura ambiente.
Finalmente se reveld utilizando la solucién de revelado de BCIP-NBT, preparada de la
siguiente manera: 33 pl de BCIP (bromo-cloro-indoil-fosfato 60 mg/ml en dimetil
formamida 100 %), 66 pl de NBT (nitro-blue-tetrazolium 50 mg/ml en dimetil formamida
70 %) y buffer fosfatasa hasta 10 mil.

Antisueros utilizados
El antisuero anti-CP de PVX, gentiimente cedido por la Dra. Vilma Conci, IFFIVE-INTA,
Cérdoba.




El antisuero anti-p24 de PVX, gentilmente cedido por la Dra. Ximena Ares, INGEBI.

El antisuero anti-CP de TMV, gentiimente cedido por el Dr. Roger Beachy, Donald
Danford Plant Institute, USA.

El antisuero anti-p12 C1, obtenido durante el presente proyecto.

16. Extraccion de proteinas

Método rapido
Se tomaron 4 discos de hojas utilizando la tapa de un tubo Eppendorf a modo de

sacabocado. Las muestras se homogenizaron inmediatamente en 100 pl de buffer de
siembra para proteinas. Se calentaron a 100 °C durante 5 min y se sembraron
inmediatamente en un gel de poliacrilamida de proteinas, o se guardaron a —20 °C
hasta su utilizacion.

Método para determinar la concentracién de proteinas totales

Se tomaron 10-15 discos de hojas (150-200 mg) en un tubo de microcentrifuga, se
congelaron en nitrégeno liquido, se agregaron 200 pl de Solucion | (Tris-HCI 0,1 M, pH
6,8, EDTA 10 mM, SDS 1 %), y se homogenizaron durante 1 min. Cada muestra se
hirvié por 5 min, se agité en Vortex y se centrifugd a 4 °C durante 15 min. El
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo en hielo, y se agregaron 4 vol. de acetona
fria. Se mezclé en Vortex y se incubé en hielo 2 min. Se centrifugé a 4 °C durante 5
min, se descart6 el sobrenadante y el pellet se dejé en hielo. Se agregaron 100 pl de
Solucion | al pellet y se resuspendié. Se centrifugé como se indicé anteriormente y el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo que se guardé a -70 °C hasta su utilizacién.
Para la medicién de proteinas se utilizé el ensayo de BCA (Smith et al., 1985) llevado
a escala para placa de 96 pocillos (wells): se colocaron 30 ul de la muestra en cada
pocillo y se agregaron 200 pl del reactivo. Se incubé a 37 °C durante 30 min y se leyé
en un lector de ELISA la absorbancia a 570 nm.

17. Transcripcion in vitro utilizando la RNA polimerasa T7

Se trabajé con materiales y soluciones libres de RNAsas. El templado de DNA
utilizado fue purificado utilizando el kit de purificacién Qiagen para DNA plasmidicos
(Qiagen Plamid Midi kit, Suecia), segun lo indicado por el fabricante. Luego, el DNA
fue linealizado mediante digestion con la enzima Kpn | y traté con fenol/cloroformo
(25:24:1 vN) para eliminar las enzimas y RNAsas. Finalmente, el DNA fue



resuspendido en H,O libre de RNAsas a una concentracion final de 1 ug/ul. La
reaccion de la transcnipcion se realizé de acuerdo a las siguientes condiciones:

Buffer de transcripcion T7 5x 4l

DNA (1 a 2 pg total) 2 il (para pPVX3 1ug/ul)
Fragmento Klenow de la DNA

polimerasa (1U/ul) 1l

Incubar durante 15 min a temperatura ambiente.

Luego, en el mismo tubo se agregaron los siguientes reactivos, respetando el orden de

los mismos:

Mezcla de rNTP (ver mas abajo) 5l
Andlogo de CAP 10 mM (New England 1,2 pl
Biolabs, USA)

DMSO concentrada 2 pl

Mezcla de enzimas RNA polimerasa T7 2 yl
y pirofosfatasa, mas inhibidor de

RNAsas (del kif)

Incubar durante 1 h a 37 °C .

Se analiz6 1ul de la reaccién en un gel nativo de agarosa 1 %

Finalmente, se agregaron los siguientes reactivos:

GTP 100 mM 1l
Mezcla de enzimas RNA polimerasa T7 y pirofosfatasa,
mas inhibidor de RNAsas (del kif) 1

Incubar 1 h a 37 °C.

La mezcla de rNTP se preparé agregando % del vol. final de ATP, CTP y UTP 100
mM, para obtener una concentracioén final de 25 mM cada nucleétido. Luego se agregé
Y vol. de GTP 10 mM para obtener una concentracién final de 2,5 mM de GTP. La
concentracién final del andlogo del CAP fue de 0,6 mM. La relacién analogo de
CAP:GTP fue 1:1.
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18. Cultivo y electroporacion de protoplastos

Se utilizaron protoplastos obtenidos de la linea celular de tabaco BY-2 (Watanabe et
al.,, 1987). Para tal fin, se utilizé6 un cultivo células BY-2 de 100 ml crecido en el medio
BY-2 (sacarosa 3 %, sales MS 4,3 g/L, tiamina-HC| 1 mg/mi, acido 2,4-D 0,2 mgiL,
inositol 100 mg/ml, pH 5,7, manitol 0,2 M) en un Erlenmeyer a una temperatura de
25°C con una agitacion de 200 rpm. Para la preparacion de protoplastos, se
sembraron 10 ml de un cultivo de protoplastos BY-2 en 100 ml de medio fresco BY-2 y
se incubd durante 48 h en las mismas condiciones. Se transfiri6 a un tubo Falcon de
50 mi y se dejé reposar durante 10 min. Se retir6 el sobrenadante, dejando las células
en un volumen de aproximadamente 5 ml de medio BY-2. Se agregé el buffer PIM
(manitol 250 mM, acetato de sodio, 12 mM, pH 5,8; CaCl; 50 mM) hasta un volumen
de 35 ml. Se dej6é reposar a temperatura ambiente 0 a 30 °C durante 10 min. Se
descart6 el sobrenadante y se agregaron 25 mi de una solucién enzimatica (celulasa
(Onozuka-Yakult, Japén), 10 mg/ml, pectoliasa Y23 (Seishin Pharmaceutical, Japén), 1
mg/ml). Se transfiri6 a una placa de Petri y se incubdé durante 30 min a 30 °C. Los
agregados celulares que se formaron durante la incubacién fueron disgregados
mediante succién y expulsién a través de una pipeta. Se incub6 3 6 4 h adicionales,
repitiendo ocasionalmente el procedimiento durante la incubacién. Se centrifugaron los
protoplastos a 100 g por 10 min y se elimin6 el sobrenadante de solucion enzimatica.
Se lavaron las células tres veces seguidas con 10 ml de buffer PIM. Luego, se las
resuspendié en el buffer de electroporacién (manitol 200 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 5
mM, HEPES 10 mM, pH 7,2) y se las contd en camara de Neubauer. Se llevé la
solucién a una densidad celular de 1x10° células/ml y se alicuoté 1 ml por tubo Falcon
de 15 ml. Se mezcld con la reaccion de transcripcién (transcriptos virales infectivos) y
se transfiné inmediatamente a una cubeta de electroporacion de 0,4 cm (BioRad,
USA). Se aplicd un pulso eléctrico de 250 uFD y 150 V en el electroporador comercial
Gene Pulser Il (BioRad, USA), se transfirio al tubo Falcon original y se dej6
recuperando en hielo durante 10 min. Finaimente, los protoplastos se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 5 min y se les agregé 10 ml de medio de cultivo BY-2.
Las células se mantuvieron en un incubador a 25 °C durante 24-48 h.

Alternativamente, se prepararon protoplastos a partir de hojas de plantas de tabaco
crecidas in vitro. Para ello, se incubé 1 g de tejido durante toda la noche a temperatura
ambiente con una solucién de manitol 0,6 M conteniendo 0,015 g/ml celulasa R10 y
0,002 g/ml macerasa R10 (Onozuka-Yakult, Japén), 0,1 % acido 2-(N-morpholino)
etanosulfénico, pH 5,8. Luego, se filtr6 la suspencion de los protoplastos a través de



un filtro de 300 um y se transfirié a un tubo Falcon de 15 ml. A continuacién, se agreg6
un colchén de sacarosa 0,6 M en cada tubo y se centrifugé a 1.200 g a temperatura
ambiente durante 5 min. Se transfiri6 la interfase a un nuevo tubo y se centrifugé
nuevamente. Se resuspendié el pellet y se lavé 2 veces con una solucién de manitol 8
%, CaCl, 4 mM, KCI 80 mM, Na.PO,, pH 7,2. Se electroporaron 300 pul de células a
una densidad celular de 1x10° células/mi mezcladas con transcriptos de RNA infectivos
obtenidos in vitro, utilizando un electroporador Gene Pulser |l (BioRad, USA) y una
cubeta de 0,2 cm (BioRad, USA). Los parametros de electroporacion que se utilizaron
fueron de 0,16 kV y 125 uFD. El buffer de electroporacién fue manitol 8 %, KCI 80 mM,
CaCl, 4 mM, Na,PO,, 2 mM, pH 7,0. Luego, se incubaron las células a 0 °C durante 5
min y se resuspendieron en 1ml de manitol 9 %, sacarosa 3 %, por 24-48 h.

Para los analisis de Western blot, se tom6 1 ml de cultivo (1-3x10° células), y se
centrifug6 a 1.000 g durante 10 min. El pellet celular se transfiri6 a un tubo Eppendorf,
se volvié a centrifugar a 1.000 g y el pellet se resuspendi6 directamente en buffer de
siembra para proteinas y se calenté a 100 °C por 5 min. Se sembraron 10 ul en cada
calle de un gel de poliacrilamida-SDS.

Recuento de protoplastos viables utilizando diacetato de fluoresceina (FDA)
Los protoplastos viables transportan a su interior el FDA por lo cual se observan de un

color verde brillante. Se diluyé 10 veces una alicuota de 10 pul de la suspensién de
protoplastos en el buffer PIM. Se preparé una solucién de FDA 0,1 mg/ml en acetona.
Para determinar la viabilidad de las células, se agregaron 10 ul de la suspension de
protoplastos, 89 ul de buffer PIMy 1 ul de FDA. Se mezcl6 y se dej6 reposar 2 min.
Luego, se colocaron las células en una camara de Neubauer y se las cont6 en un
microscopio de fluorescencia bajo luz UV. Se calcularon los protoplastos viables por
ml, segun: protoplastos viables/mi = N° de protoplastos fluorescentes x 10* x factor de
dilucién.

19. Purificacion de TMV

Se homogenizaron 1-2 g de hojas de tabaco severamente infectadas con TMV en 1-2
ml de buffer fosfato 0,5 M pH 7, B-mercaptoetanol 14,3 mM. Se midi6é el volumen del
extracto y se agregaron 2 vol. de cloroformo:butanol 50:50 (v/v) saturado en H;0. Se
centrifugé a 13.000 rpm durante 15 min. La fase acuosa se transfirié a otro tubo de
microcentrifuga y las particulas virales se precipitaron con PEGgooo 4 % durante 10 min
en hielo. Se centrifugd a los viriones durante 10 min. Los pellets se resuspendieron en



buffer fosfato 10 mM, pH 7 (100-200 nl) y se volvieron a centrifugar durante 10 min
para su clarificacion. Se precipitdé nuevamente el virus con PEGgo04 % y NaCl 1 % y
se concentré por centrifugacion. El pellet se resuspendio en buffer fosfato 10 mM, pH 7
(100-200 ul) y se midi6é la concentracion de los viriones en un espectrofotémetro. En
una cubeta de 1 cm, una absorbancia de 2,97 (Az) equivale a una concentracion viral
de 1 mg/ml. La relacion Azeo/Aze0 debe tener un valor cercano a 1,20.

20. Ensayos de infeccion

En cada ensayo de infeccion se inocularon entre 3 y 8 plantas por linea. Los
experimentos se repitieron al menos 4 veces para las infecciones con PVX, 2 veces
para las infecciones con PVY y TMV, 2 veces en las co-inoculaciones con PVX-PVY, 2
veces para la version mutante de PVXAp12, 2 veces con las plantas injertadas, y 1 vez
para los experimentos de inoculacién localizada y de re-inoculaciéon con PVX. Las
plantas se cultivaron en el cuarto descripto en el punto 7 y, a las 6-8 semanas post-
germinacién, se inocularon mecanicamente a la 3® hoja superior utilizando
carborundum como abrasivo. Las hojas inoculadas se lavaron luego de 10 min con
H.0.

21. Ensayos de ELISA

Los ensayos de ELISA para la deteccion y cuantificacion de PVX y PVY se realizaron
utilizando kits comerciales (Boehringer Mannheim, Alemania) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Como se muestra en el esquema, para la toma de
muestras se cortaron 3 discos de hojas (35-50 mg en total) tratando de abarcar todo el
area de la hoja. Los discos se colocaron en un tubo Eppendorf de 1,5 mi junto con 300
ul de buffer de homogenizacion del kit y se homogenizaron utilizando un embolo
especialmente adaptado al mismo acoplado a un motor eléctrico de velocidad
regulable. Los extractos se guardaron a -20°C hasta el momento del ensayo.
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22. Muestras de hojas

Para la toma de muestras, se numeraron las hojas de una planta desde arriba hacia
abajo. En casi todos los casos, la hoja seleccionada para el muestreo fue el nimero 3.
Se consider6 como hoja numero 1 a aquella hoja superior totalmente expandida con
mas de 5 cm de largo.

Muestras de hojas en el experimento de inoculacién localizada

Para la inoculacién localizada en hojas, primero, se pint6 la boca del borde mas ancha
de una pipeta Pasteur con un marcador indeleble. Se presioné sobre la hoja en forma
de un sello para marcar la zona que se inocul6. Luego de marcar 6 zonas por
hoja/planta, se moj6 la boca de la misma pipeta con un extracto de hojas infectadas,
se eliminé el excedente del liquido en el borde del tubo que contiene el extracto, y se
colocéd la boca de la pipeta en forma coincidente con la zona marcada con el
marcador. Previamente, las hojas fueron polvoreadas con carborundum. Una vez
apoyada la pipeta, se la gir6 levemente haciendo un poco de presion. Se repitieron los
pasos en cada zona marcada. De esta manera, quedaron marcados sobre la hoja, los
sitios exactos de las inoculaciones.

Para la toma de muestras, se utilizaron 2 sacabocados de tamafios diferentes. Uno
pequefio que coincidia exactamente con la zona marcada con el marcador, y uno
grande que abarcaba una regién circundante a la zona marcada de aproximadamente
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La secuenciaciéon DNA se realiz6 por el método de terminacion de cadena por
dideoxinucleédtidos (Sanger et al., 1977).

Secuenciaciéon manual

Se utiliz6 el kit comercial de fmol DNA sequencing (Promega, USA). La preparacién
del DNA plasmidico, la mezcla de reaccion y la purificacion de los productos se realizé
segun las especificaciones del fabricante. Para resolver los productos de la reaccion
de secuenciacién, se utilizaron geles preparados a partir de una solucién de acrilamida
38 % y bisacrlamida 2 % (ver el punto 14). La corrida electroforética se realizé a una
potencia constante de 60 W en una cuba vertical (BRL-GIBCO, USA). Los geles se
fijaron durante 15-20 min en metanol 10 %, acido acético 10 % y se secaron bajo linea
de vacio a 80 °C, durante 1,5-2 h. El buffer de siembra consistié6 en formamida 80 %,
TBE 1X, BPB 0,2 %, xylen cianol 0,2 %. Las muestras fueron calentadas a 80 °C
durante 2 min antes de ser sembradas.

Secuenciacion automatica

Se utilizaron 2 kits comerciales de Applied Biosystems (USA): Taqg Dye Primer Cycle
Sequencing Kit (para utilizar iniciadores universales) y PRISM™ Ready Reaction Dye -
Deoxy™ Terminator Cycle Sequencing Kit (para utilizar iniciadores especificos). En
ambos casos, la preparacion del DNA plasmidico, la mezcla de reaccion y la
purificacion de los productos se realizaron segun las especificaciones de los
fabricantes. Se utiliz6 un secuenciador automatico Model 373A DNA sequencing
system (Applied Biosystems, USA).

24. Inmunizacion de conejos

Se inmunizaron 2 conejos de 3 meses de edad de la siguiente manera: al dia 0 se
extrajo 1 ml de sangre (suero preinmune) y a continuacién se inyect6 una dosis de 100
ul de la solucién de proteina purificada (0,5 mg/ml) en la vena marginal de la oreja con
una aguja de calibre 25. Al dia uno, se inyecté un total de 1 ml de una emuisién de
antigeno en adyuvante completo de Freund (CFA), preparada con 1 ml de CFAy 1 mi
de antigeno 1 mg/ml. La emulsién se inyecté por via intradérmica en 30 sitios
diferentes del lomo, previamente afeitado. El volumen remanente, que no pudo
inyectarse en el lomo, se aplic6 por via subcutanea. A las 5 semanas se administro el
primer refuerzo, que consistié en 2 inyecciones de 0,5 ml de una emulsion preparada
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con 0,5 ml de la solucién de antigeno (1 mg/ml) y 0,5 ml de adyuvante incompleto de
Freund (IFA), en cada pata trasera, por via intramuscular. A los 12 dias luego del
refuerzo, se extrajeron 20-30 ml de sangre de la vena de la oreja. La sangre se dej6
coagular durante 2 h a temperatura ambiente, se separé el coagulo de las paredes del
tubo, y se dej6 toda al noche a 4 °C para que el mismo se contrajera. Se centrifugé a
10.000 g por 10 min a 4 °C y se colectd la fase correspondiente al suero. Se alicuotd
en volumenes de 0,5 ml y se mantuvo a —20 °C hasta su uso. Al cabo de 4 semanas,
se realizé un refuerzo y un sangrado similares a los anteriores. Durante esta etapa se
trabajo en colaboracién con la empresa Biosidus S.A., la que nos facilit6 a los
animales y la infraestructura.

25. Inmunizacion de ratones con DNA plasmidico

Se utilizaron ratones de 6-8 semanas (pesos de entre 19-21 g). En general, las
hembras responden mejor a las inoculaciones por este protocolo. Los animales fueron
previamente anestesiados para evitar la contracciéon muscular durante las inyecciones.
Para ello se utilizé pentobarbital de sodio (75 mg/kg, intraperitoneal) o halotano
inhalable. Luego de anestesiar, se afeit6 una de las patas traseras para exponer la
zona del musculo tibial. La solucién de DNA se prepar6 en buffer PBS a una
concentracion entre 0,5-1 mg/ml. Cada musculo se inyectaron con 50 pl de solucién de
DNA. Se utilizé una aguja de calibre 27 (0,4 x 20 mm) en una jeringa de 1 ml de tipo
tuberculina. Se coloc6 en la base de la aguja, un tubo de polietileno (diametro del tubo
= 2 mm, grosor de la pared del tubo = 0.38 mm) de tal manera de dejar expuestas
solamente 2-3 mm de la punta de la aguja. Se cargé la solucion de DNA en |a jennga,
y se inyect6 en forma perpendicular sobre el musculo tibial del animal, presionando
suficientemente para que el borde del tubo de polietileno presione sobre la piel del
animal. Luego de inyectar, se aguardaron 10 seg para permitir la difusion de la
solucién de DNA. Este trabajo se realizé en colaboracion con la Dra. Gabriela Levitus y
el Lic. Sergio Ghio del INGEBI-Conicet.

26. Baculovirus

Los baculovirus son vectores versatiles y poderosos que han sido utilizados en
diversos sistemas eucariotes para expresar proteinas provenientes de diversas
fuentes (Gruenwald y Heitz, 1993). Los baculovirus (familia Baculoviridae) son virus
DNA doble de cadena (dsDNA) e infectan numerosas especies de insectos que son



sus hospedadores naturales. El genoma de baculovirus consiste en una molécula de
dsDNA circular superenrrollada de aproximadamente 130 kb. La misma se replica y se
transcribe en el nucleo de la célula hospedadora, en donde es empaquetada en
nucleocapsides en forma de baston. Debido a la naturaleza flexible de estas
nucleocapsides, el tamafio de las particulas puede ser variable, es decir, las particulas
de baculovirus recombinantes pueden acomodar una cantidad grande de DNA
foraneo. La cepa de baculovirus mejor estudiada es Autographa califomica nuclear
polyhedrosis (AcNPV). Su genoma fue completamente mapeado y parcialmente
secuenciado. La polihedrina es una proteina sintetizada abundantemente durante la
etapa tardia de la infeccién, alcanzando un 30-50 % de la proteina total en las células
infectadas. Sin embargo, la polihdedrina no es esencial para el ciclo viral. Por tal
motivo, en el sistema vector se utiliza un promotor fuerte de polihednna para dirigir la
expresion de proteinas foraneas. El DNA BaculoGold baculovirus (PharMingen, USA)
es un derivado del genoma de AcNPV y contiene una mutacién letal y una delecién en
el gen de la polihedrina. La co-transfecciéon del DNA BaculoGold con el vector de
transferencia, pVL1393, rescata la mutacién letal mediante una recombinacién
homéloga dentro de la célula de insecto co-transfectada. De esta manera se logra una
eficiencia de casi 100 % en la obtencion de baculovirus recombinantes. Este sistema
de expresién presenta la ventaja de expresar a la proteina foranea en su forma nativa
con todas las modificaciones post-traduccionales. Debido a que la traduccién de la
proteina foranea en este sistema comienza a partir su propio ATG, es conveniente
introducir un consenso de Kozack en las secuencias adyacentes. Ademas, la distancia
entre el ATG y el promotor de polihedrina debe ser la minima posible para favorecer
una alta expresién. El sistema de expresion mediante baculovirus requiere el empleo
de las técnicas que se describen a continuacion:

Lineas celulares

Se utilizé la linea sf9, originalmente establecida a partir del tejido ovarico de la larva
Spodoptera frugiperda. Las células sf9 se cultivaron en forma de monocapas en el
medio de cultivo TNK-FH (Clonthec, USA) suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10 % y a 27 °C. Las células se repicaron cada 3 6 4 dias. Las células crecidas hasta
el punto de confluencia fueron despegadas de la base de la botella mediante
sacudidas suaves. La suspensién celular se homogeniz6é con una pipeta mediante
succién y expulsion, y se llevé a una dilucion 1:3 con medio fresco TNM-FH SFB 10 %.
Para determinar la viabilidad de las células, se empleé la tincién con el colorante vital
Trypan Blue, el cual tifie las células muertas (Ausubel et al., 1984).



Co-transfecciones para generar baculovirus recombinantes
Se utilizé el kit comercial Baculovirus Expression Vector System (PharMingen, USA).

La co-transfeccion se realiz6 segun las especificaciones del fabricante. Brevemente,
para la co-transfeccion del DNA Baculogold (PharMingen, USA) y el vector de
trasferencia que contiene los genes de las protelnas p12 y p8 (ORFs 3y 4) o de la
proteina p8 de PVX (ORF4) (pVL12a y pVL8a, respectivamente), se mezclaron en un
tubo 0,5 pg de DNA BaculoGold con 2 ug de vector pVL12a o pVL8a. Se dejé reposar
5 min a temperatura ambiente y se agregé 1 mil de buffer de transfecciéon B del kit. Se
preparé previamente una placa de Petri de 60 mm sembrada con 2 x 10°® células sf9.
Se aspiré el sobrenadante y se agregé el buffer de transfeccion A del kit, cubriendo
toda la superficie de las células. Luego, se agregd 1 ml de buffer B con los DNAs en
forma de gotas, observandose la formacién de precipitados blancos durante el
proceso. Se incubd durante 4 h a 27 °C y se descart6 el sobrenadante de la placa de
Petri. Se lavaron las células 2 veces con 3 ml de medio de cultivo TNK-FH.
Finalmente, se agregaron 3 ml de medio de cultivo fresco TNK-FH suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10 % y se incubé a 27 °C durante 4 a 5 dias. A los 5 dias
de incubacion, se tomé el sobrenadante del medio de cultivo y se guardé a 4 °C. Los
baculovirus recombinantes presentes en el sobrenadante se utilizaron como inéculo
inicial para su amplificacion mediante infecciones repetidas en células sf9.

Ensayos de dot-blot para confirmar la produccién de baculovirus recombinantes

Los acidos nucleicos desnaturalizados se aplicaron a una membrana Z probe (BioRad,
USA) utilizando un equipo de filtracion por vacio (Bio-Dot Apparatus, BioRad, USA)
que permitié obtener puntos (dots) homogéneos en forma rapida. Se agregaron 100 pl
de una solucién NaOH 0,5 N en cada uno de los 96 pocillos de una multiplaca
conteniendo células sf9 previamente infectadas con diluciones seriadas del inéculo
inicial (obtenido de la co-transfeccion). Se sacudié la multiplaca para despegar las
células y se dej6é reposar por 10 min. Luego, se agregaron 100 pl de acetato de
amonio 1,2 M, se mezcldé y se dejé reposar por 10 min mas. Se fijaron los acidos
nucleicos desnaturalizados de las células infectadas a la membrana de Nylon
mediante la aplicacién de vacio, pasando las muestras por los pocillos del Bio-Dot.
Luego de la transferencia, se trat6 la membrana en la forma descripta para el protocolo
de Southemn blot. La sonda se preparé segin lo indicado en el punto referido a la
preparacion de sondas radiactivas.



Titulacion del virus

El ensayo consistié en infectar a una monocapa de células sf9 con una dilucion alta de
la suspension viral para favorecer la infeccién de sélo algunas de ellas. Se realizaron
diluciones seriadas desde 10° a 107de la suspensién de virus previamente amplificada
en un volumen final de 1 ml. Se infectaron las células sf9 crecidas en forma de
monocapa en una placa de 6 pocillos con cada una de las diluciones y se incubé
durante 1 h a 27 °C. Se descartaron los sobrenadantes de cada pocillo y se agregaron
2 ml de una solucién 0,5 % agarosa en medio de cultivo TNM-FH y se dej6 solidificar.
La cobertura formada por la capa de agarosa permitié6 mantener estable a las células
infectadas y controlar la propagacioén viral hacia otras células vecinas. Se incubd la
placa durante 4 dias a 27 °C y se agregaron en cada pocillo 2 ml de una solucién de
0,5 % agarosa en medio de cultivo TNM-FH suplementado con Rojo Fenol 0,5 mg/ml.
Finalmente, luego de 2 dias de incubacién, se produjo Ia lisis de las células infectadas
formando placas de lisis. Cada placa se originé a partir de una particula viral.

27. Expresion de la proteina p12 en la cepa BL24 de E. coli

Debido a la naturaleza téxica de la proteina p12, se pusieron a punto las condiciones
para inducir su expresion en células BL24 de E. coli. El sistema de expresién basado
en la cepa BL24 se basa en utilizar simultaneamente 2 plasmidos compatibles en una
misma célula bacteriana. Uno de ellos es el vector de expresién pRSETc conteniendo
el gen de la proteina p12 de PVX (ORF3) bajo el promotor pT7 (pRSETp12). El
segundo plasmido se encuentra integrado en el genoma bacteriana de BL24 y
contiene el gen que codifica la RNA polimerasa del fago T7 bajo un promotor
termoinducible de E. coli (Ausubel et al., 1984). Luego de la induccién por calor, se
produce RNA polimerasa T7 y se inicia la transcripcion del gen de la protelna p12 a
partir del promotor pT7.

Las células competentes BL24 se transformaron con el plasmido pRSETp12. Se crecié
un cultivo de una de las colonias obtenidas en medio liquido conteniendo ampicilina
durante toda la noche a 30 °C. Al otro dia, se prepar6é un stock iniciador agregando
glicerol 50 % al cultivo liquido hasta una concentracion final de 8 % y se mantuvo a -70
°C. Para la induccién, se inicié un cultivo liquido de 50 ml conteniendo ampicilina a
partir de 1 ml del stock iniciador y se incubd con agitacion a 30 °C hasta alcanzar una
DOeoo de aproximadamente 0,25 (aproximadamente 4-5 h de incubacién). Luego, el
cultivo liquido se incub6 a 42 °C durante 30 min y se dejé recuperando durante 2 h a

37 °C. Se cosecharon las células por centrifugacion y se prepararon extractos a partir
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de ellas. Para la purificacion de los cuerpos de inclusion, las células BL24 previamente
resuspendidas en 5 ml buffer de lisis (buffer fosfato PH 7, EDTA 1 mM) se sonicaron
en frio. Luego, se centrifugd a 5.000 g durante 10 min, se descart6 el sobrenadante, y
se resuspendio el pellet con 1 ml de buffer de lisis.

28. Observaciones microscopicas

Para la fijacion de tejidos vegetales, se incubaron muestras de tejido de
aproximadamente 1 mm x 1 mm del tamadio en una solucién de 2,5 % glutaldehido en
buffer fosfato 0,1 M, pH 6,8 durante 2 h a temperatura ambiente. Luego, las mismas se
lavaron tres veces con el buffer fosfato y se post-fijaron con una solucién de tetradxido
de osmio 1 % durante 1-2 h a 4 °C. Posteriormente, las muestras se deshidrataron
mediante incubaciones sucesivas de 30 min en etanol 50, 60, 70 y 90 %, y se
incluyeron en resina LR White (Polyscience, USA). Alternativamente, los pasos de
deshidratacion se realizaron con mezclas de etanol:propileno en relaciones de 3:1, 1:1
y 1:3. Luego, se traté con éxido de propileno y se incluy6 en resina Spur (Polyscience,
USA). Los cortes de los tacos con muestras incluidas se realizaron con un mircrétomo
Ultracut E (Reichert-Jung, Alemania). Las secciones se observaron en un microscopio
optico.

Los depdsitos de callosa y de lignina se revelaron siguiendo los procedimientos
descnptos por O’Brien y Mc Cully (1981) y Fulcher (1982). Para ello, se cortaron un
pequeno trozo de tejido conteniendo lesiones de tipo HR de hojas de plantas p12
infectadas con PVX. El tejido se incubé en Aniline Blue 0,1% para detectar callosa y en
Safranina O 0,1% para detectar lignina. La tincion con Aniline Blue se visualizé
mediante un microscopio de epifluorescencia Zeiss equipado con un condensador de
epi-iluminacion Ill RS y con los filtros de 365 y 418 nm como filtros de excitacion y de
barrera, respectivamente. La tinciéon de lignina fue registrada con luz blanca en el
mismo microscopio. La acumulacién de componentes fenédlicos en las hojas de plantas
p12 infectadas se observé con luz UV de 365 nm en un aparato UV Image Master
trans-illuminator (Amershan Pharmacia, USA).

Para las observaciones de microcoplia electrénica, los cortes incluidos en resina Spur
o LR White, se montaron en grillas cubiertas de Formward (Polyscience, USA) y
carbén. Luego, las muestras se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se
observaron en un microscopio electrénico de transmisiéon Zeiss EM-10C (Carl Zeiss,
Alemania). Los ensayos de inmunolocalizacion se realizaron de acuerdo con el
protocolo descripto por Davies et al. (1993). Brevemente, luego de obtener cortes con



el micrétomo, los mismos se montaron en grillas de niquel y se incubaron con los
antisueros apropiados, segun el procedimiento descripto en la seccion de Western
blot. En la composicion del buffer de bloqueo, se usé BSA en vez de leche
descremada, y no se agregé Tween-20. Como segundo anticuerpo se utilizé anti-
conejo conjugado a oro coloidal de 10 nm de diametro en una dilucién 1:100.

Para las observaciones de microscopla confocal, se utilizé un microscopio Olympus
Optical (GmbH, Alemania) provisto de un laser de krypton/argon (488 nm).

Los trabajos en el microscopio 6ptico y en el microscopio electrénico de transmision
fueron realizados en colaboracion con la Dra. Sara Maldonado (UBA-INTA). Los
trabajos con el microscopio confocal fueron realizados en colaboracién con la Dra.
Catherine Sarrobert (CEA, Francia).

29. Mediciones de parametros fisiologicos

Las mediciones que se describen a continuacién fueron realizadas en colaboracion
con la Dra. Catherine Sarrobert (CEA, Francia).

Mediciones de intercambio carbdnico

Se utilizaron plantas de entre 6-7 semanas de edad. Las plantas fueron crecidas por 3
dias en una camara de cria equipada con un sensor de CO; en condiciones en las
condiciones descriptas en el punto 7. La fotosintesis se calcul6é a partir de la cantidad
de CO, asimilado por las plantas durante el periodo de luz, en un ambiente con una
concentracién de CO, de 300 ul.L™' (300 ppm) y una intensidad luminica de 300 mol.m
2s™. La respiracion fue calculada durante el periodo de oscuridad a partir de la
cantidad de CO, producida y normalizada por unidad de superficie de hoja. Los
resultados representan los promedios de 3 mediciones independientes. Se utilizaron 4
plantas para cada linea por medicion.

Mediciones de los niveles de azucares y nitrato

Los niveles de azucares solubles y de almidon se determinaron mediante kits
comerciales y procediendo segun las especificaciones del fabricante. Brevemente, los
azlcares y el almidén se extrajeron a partir de 1 g de hoja congelado en nitrégeno
liquido, utilizando 2 ml de 10 mM Tris-HC! buffer, pH 7,4. Luego de centrifugar a
10.000 g por 5 min, se cuantificé la cantidad de azucares solubles en el sobrenadante
utilizando un kit comercial para la determinacién de sacarosa, glucosa y fructosa
(Boehringer-Mannhein, Alemania). Para cuantificar el almidén, el pellet obtenido en el



paso de la centrifugacioén se resuspendié en 1 mi de NaOH 0,5 M y se incubé durante
1 ha 60 °C. Luego, se agregaron 20 pl de acetato de sodio/acido acético3 M, pH 4,5y
80 pl de HCI 5N. Para medir el contenido de almidén se utilizé un kit comercial
(Boehringer-Mannheim, Alemania). El almidén fue cuantificado como equivalentes de
glucosa.

Para las mediciones de nitrato, se extrajo 1 g de hoja congelada en nitrégeno liquido
con 2 ml de H;O destilada. Luego de una centrifugacién a 10.000 g por 5 min, se
determiné la cantidad de nitrato en el sobrenadante utilizando el protocolo descripto
por Castaldo et al. (1975).

Los resultados representan los promedios de 3 experimentos independientes, con 2 a
3 muestras por cada linea.

Mediciones de la emision de fluorescencia de clorofila

Las técnicas de medicion de fluorescencia de clorofila y de otros componentes del
aparato fotosintético son utilizadas comunmente para estudiar los eventos tempranos
relacionados con la patogenia viral.

La emisién de la fluorescencia de clorofila puede ser analizada y evaluada
cuantitativamente, informandonos sobre la eficiencia del transporte de electrones, del
rendimiento cuantico y de la existencia de la fotoinhibicion. Ello se debe a que la
competencia entre los tres procesos disipatorios pnncipales del fotén absorbido se
refleja en cambios en la fluorescencia emitida por la clorofila (Fig. 48). En la cadena de
transporte de electrones, el pasaje de un electrén desde la clorofila del fotosistema 2
(PS2) a las quinonas (Qa) es mucho mas rapido que los siguientes pasos. Por ende,
cuando se acumula un exceso de Q4 reducidas, el PS2 no puede disipar la energla por
esta via, aumentando temporalmente la emisién de fluorescencia. Cuando existe ese
estado de bloqueo de las vias de disipacion de energia por los procesos fotoquimicos,
se dice que el PS2 se encuentra “cerrado”.

quenching fotoquimico (Calvin)
Chla*2 Y quenching no fotoquimico (calor)

fluorescencia

Fig. 48. Esquema de las tres formas posibles de disipacién de energia absorbida por la clorofila del
PS2.

Cuando se ilumina una hoja con un puiso de luz blanca saturante, se consigue “cerrar’
momentaneamente todos los centros de reaccién, lo que combinado con la lentitud del
transporte de electrones, da lugar a un nivel de fluorescencia maxima. De acuerdo con



lo mencionado mas arriba, hay dos tipos de atenuacion o quenching de la
fluorescencia: el fotoquimico y el no fotoquimico.

El rendimiento cuantico maximo se define como Fv/Fna. La Fv es igual a la diferencia
entre FO y Frnax. Fo es la fluorescencia minima que se obtiene cuando el tejido vegetal,
previamente adaptado a la oscuridad, es iluminado a muy baja intensidad, por lo que
la proporcién de centros de reaccién cerrado es casi nula y el quenching fotoquimico
es maximo al no haber acumulacién de Qa reducidas. Fmax €s la fluorescencia maxima
que se obtiene de aplicar un pulso de luz saturante, en donde los centros de reaccién
estan todos cerrados, y por lo tanto el quenching fotoquimico es nulo. El registro de
valores de Fv/Fna disminuidos es un parametro indicativo de que el PS2 de dicha
muestra se encuentra dafiado por fotoinhibicion.

Ademas, las mediciones de fluorescencia en presencia de luz ambiental controlada
(denominada luz modulada) permiten calcular el rendimiento cuantico efectivo del PS2
adaptado a la luz ambiental. El mismo se define como AF/F'na., en donde AF es la
diferencia entre F'max Y F. La F'nax €s la fluorescencia obtenida aplicando el pulso
saturante de luz en una hoja previamente adaptada a la luz ambiental. F es la
fluorescencia obtenida aplicando la luz modulada, de distintos valores de irradiancia.
El AF/F max disminuye a medida que se le aplica mayor valor de irradiancia de la luz
modulada a la hoja. En resumen, la medicion de fluorescencia con luz modulada
permite calcular parametros relacionados con el quenching fotoquimico, proporcionado
datos acerca de la eficiencia de transporte de electrones. Cuanto menor es el
rendimiento cuantico efectivo, menor es el valor del quenching fotoquimico y por lo
tanto menor, es la eficiencia de transporte de electrones.

Las fluorescencias de la clorofila en hojas intactas se midieron utilizando el fluorémetro
PAM-2000 fluorometer (Walz, Alemania). El rendimiento cuantico maximo de PS2 fue
calculado a partir de hojas adaptadas en la oscuridad durante 30 min. La relacion
Fv/Fmax fue determinada de la siguiente manera. Fv = Fnax — Fo, €n {a cual Fv es la
fluorescencia variable, Fnax s la maxima fluorescencia obtenida mediante la
irradiacién con 800 mseg de pulsos de luz blanca en la hoja (densidad de flujo foténico
> 4000 pmol.s'.m?), y Fo es la fluorescencia inicial que se produce bajo la luz roja de
655 nm de longitud de onda y modulada a 600 Hz. El rendimiento cudantico efectivo fue
calculado a partir de las mediciones de fluorescencia en hojas irradiadas en forma
continua con una luz de 255 o 600 pE.m?s™ y pulsos regulares de luz blanca
saturante para estimar la eficiencia de transporte de electrones. El resultado
representa el promedio de mediciones en 3 plantas por linea.
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