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........ "Sencillamente, para pensar en el tema
del &4rea que es de nuestro intereés directo, la
tecnologia no es otra cosa que el producto del
cerebro humano, la tecnologia es justamente ha-—
ber llenado el univero de productos, procesos vy
equipos que no existian y no hubiesen existido
Jjamas si no hubiera sido por el talento vy la
creatividad del hombre. No hay tecnologia sin
recurso humano. Por supuesto esto es una gran
perogruyada que Uds. me deberdn perdonar; pero
cuando se hayan repuesto de la sorpresa de oir
decir cosa tan trivial como que la tecnologia es
producto fundamental de la capacidad humana,
miren alrededor, analicen la sociedad en que
gestamos y vean si es clerto gue hemos tomando
conciencia clara y plena de ese fendmeno y que

obramos en consecuencila'.

Jorge A. Sabato
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Introduccion

Los virus de plantas son responsables de pérdidas conside-

rables en la produccion agricola mundial. El gparka o viruela de

los durazneros, damascos y ciruelos, ha diezmado durante los ul-
timos 15 anos a este conjunto de frutales en Francia, asi como la
tristeza, producida por el citrus tristeza virus, habia desvasta-
do los citricos de Argentina, Uruguay y Brasil, en 1920. La
accioén conjunta del potato leaf roll virus (PLRV) y del potato
virus Y (PVY), produce una enfermedad degenerativa de considera-
ble gravedad en las plantas de papa. En ciertos aros y en deter-—
minadas regiones europeas, el rice dwarf virus (RDV), el tomato
spotted wilt (TSWV) y el cucumber mosaic virus (CMV), han llegado
a afectar hasta el 1007 de las producciones de arroz, tomate vy
melon, respectivamente (Bols L., 1982).

La adopcion de medidas de control de los vectores que
transmiten a los virus, el uso de material veqetal libre de virus
y la introduccidon en ciertos cultivares de genes de resistencia
mediante técnicas de mejoramiento vegetal, han permitido contro-
lar en parte los efectos de estos patdgenos. Estas medidas de
control presentan, sin embargo, ciertas desventajas Yy limitacio-
nes.

Por una parte, los insecticidas wutilizados para eliminar
los vectores virales son responsables de una creciente contamina-
cion y deterioro del medio ambiente. Por la otra, la wutilizacidn
de plantas libres de virus requiere del desarrollo de métodos de
diagndstico que certifiquen esta calidad, los que deben ser sen-—
cillos, econdmicos y transferibles a laboratorios de baja comple-
jidad para implementar su utilizacidn masiva de los mismos.

La introduccidn de resistencia por medio del mejoramiento
cladsico es una tarea compleja vya que los caracteres de intereés
agrondmico son generalmente poligenéticos ¢ se encuentran asocia-

dos a caracteristicas no deseadas. Mas aun, para poder hacer los
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cruzamientos es necesario identificar a los genes de resistencia
en varledades geneticamente compatibles con el cultivar a mejo-
rar.

El creciente desarrocllc de la transformacidn de especies
vegetales, en combinacidn con otras tecnicas de la ingenieria ge-
netica, ha permitido introducir en plantas genes de distintas es-
pecies, logrando que estos nuevos caracteres se incorporen en
forma estable al genoma de las mismas y se transmitan a su des-—
cendencia. Asi, en los ultimos arRros se han obtenido plantas
transgénicas con mayor resistencia a enfermedades virales, al
ataque de insectos o tolerantes a dosis normalmente letales de
herbicidas, las que sin duda tendran un gran impacto en la pro-

duccidn agricola mundial.

CLASIFICACION DE LOS VIRUS VEGETALES

Se ha intentado clasificar a los virus vegetales de acuerdo
a distintos criterios, tales como la morfologia del virion, el
rango de huésped, o la serologia (Van Regenmortel, M.H.V., 1982).
La clasificacidén utilizada actualmente se basa en la naturaleza vy
estructura del material geneético (Matthews, R.E.F., 1981). En 1la
Tabla 1 se muestran los distintos grupos virales actualmente
aceptados y sus miembros tipo. En la Figura 1 se puede apreciar
un disero esquematico de las morfologias correspondientes a estos
mismos grupos representativos.

La gran mayoria de los virus vegetales poseen genomas a RNA
y excepto para aquéllos asociados con las familias Reoviridae
(RNA bicatenario) y Rhabdoviridae (RNA monocatenario), dichos ge-
nomas tienen polaridad positiva. Esto significa que el RNA viral
tiene la misma polaridad que un RNA mensajero (mRNA). En algunos
de estos virus el genoma completo estad compuesto por una sola mo-

lécula de RNA (genoma monopartito) mientras que en otros esta
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Number of Number of probuable

Characterization Family or group members or possible members Total
dsDNA nonenvceloped Caulimovirus R 6 14
Commelina ycllow | 0 1
mottle virus
grouph
ssDNA noncnveloped Geminivirus 11 14 25
dsRNA nonenveloped Cryptovirus 13 13 26
Reoviridac 9 0 9
ssRNA enveloped Rhabdoviridae 11 66 71
Bunyaviridae 1 0 ]
ssRNA nonenveloped
Monopartite genomes
I[sometric particles Carmovirus 7 8 15
Luteovirus 11 16 27
Marafivirus 5 0 5
MCDYV group ] | 2
Necrovirus 1 [ 2
Potexvirus 18 21 39
PYFV group 2 ! 3
Sobemovirus 2 8 10
Tobamavirus 12 3 15
Tombusvirus 10 3 13
Tymaovirus 18 1 19
Rod-shaped particles Capillovirus 2 2 4
Closterovirus 1 | 12
Carlavirus 27 23 50
Porvvirus 50 70 120
Bipartite genomes
Isometric particles Comavirus 16 0 16
Dianthovirus 3 0 3
Fabuvirus 3 0 3
Nepovirus 26 8 34
PEMV ! 0 1
Rod-shaped particles Furovirus 3 4 7
Tobravirus 3 0 3
Tripartite genomes
Isometric particles Bromovirus 4 I 5
Cucumovirus 3 1 4
Harvirus 11 2 13
Isometric and bacil- AMV l 0 ]
liform particles
Rod-shaped particles Hordeivirus K] ] 4
Quadripartite genomes
Rod-shaped particles Tenuivirus 4 7
Total K} b 279 590

Tabla 1. Familias y grupos de virus vegetales.

Las 35 familias vy

han ordenado teniendo en
el tipo de 4cido nucleico que

Matthews, 19%1).

grupos virales aceptados hasta el presente

constituye su genoma,

cuenta la morfologia de la particula

( tomado

se

b4
de
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s - DNA ds - RNA
O < QO
CAULIMOVIRUS GEMINIVIRUS REOVIRIDAE CRYPTOVIRUS

wilhout onvolopos
. I I . O

TOBRAVIRUS Maizo Chlorotic Dwad Virus
LUTEOVIRUS
[ ] TYMOVIRUS

TOBAMOVIRUS TOMBUSVIRUS
SOBEMOVIRUS

[ ] [ ] NECROVIRUS
FUROVIRUS CARMOVIRUS
MARAFIVIRUS
[ 1 1 1 [ ] Parsnip Yellow Flock Virus

HORDENIRUS o0
e COMOVIAUS

FABAVIRUS
POTEXVIRUS NEPOVIRUS

Poa Enation Mosaic Virus
w DIANTHOVIRUS
CARLAVIRUS O O O

CUCUMOVIRUS
CAPILLOVIRUS BROMOVIRUS
ILARVIRUS

POTYVIAUS D 0 00

f—':Q Alfalla Mosaic Virus
CLOSTEROVIRUS

with envelopes
[ss - ANA (1) ] [ss-BNA + |
TENUNIRUS
’::: 100nm
RHABDOVIRIDAE Tomato Spotted Wilt Virus | S—]

Figura 1. Disefo esquematico de las familias y grupos de virus de
plantas. (tomado de Matthews, 1991).
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compuesto por dos, tres o cuatro moléculas (genomas bi, tri vy
cuatripartitos, respectivamente). Existen, ademds, virus con ge-

nomas a DNA mono y bicatenarios.

CARACTERISTICAS DE LAS ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR LOS
VIRUS VEGETALES

Las virosis vegetales son generalizadas, persistentes, fre-
cuentemente transmitidas por insectos y ocasionan a la planta
sintomas variables que generalmente no producen la muerte de los

tejidos (Cornuet, P. 1987).

Concepto de enfermedad generalizada

El desarrollo de una enfermedad generalizada sirve usual-
mente para distinguir entre las enfermedades causadas por virus vy
las causadas por bacterias, las que generalmente producen sinto-
mas localizados, permaneciendo sano el resto de los tejidos. Las
virosis vegetales, por el contrario, afectan paulatinamente todas
las partes de 1la planta: raiz, tallo, hojas y flores. Es claro
que, en este proceso, existen numerosas excepciones y limites. La
infectividad del virus en el tejido vegetal es funcidn de: 1) su
velocidad de replicacién; 2) su capacidad de migracion; y 3) la
reaccion de 1la planta huésped frente a estas dos primeras carac-—
teristicas. La interaccidn entre estas variables puede crear un
amplio espectro de situaciones.

Existe una fuerte heterogeneidad en la distribucidn de un
virus vegetal a nivel tisular y celular. A nivel de la ceélula,
numerosos virus se acumulan en el citoplasma, otros lo hacen en
vesiculas citoplasmaticas (como el cowpea mosalc virus), y otros,
como el pea enation mosaic virus, se situan en el nucleo. A nivel

tisular, la especializacidon es aun mas marcada que en los virus
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que atacan a los animales. Se distinguen dos grupos principales:
1) los virus que provocan "mosaico'" que invaden generalmente te-
jido de los pareénquimas lacunar Yy de empalizada y, 2) los virus
que producen amarilleamiento (por ejemplo, luteovirus) que se lo-

calizan en el liber (o corteza interna) y células adyacentes.

Persistencia de la enfermedad viral

Los virus vegetales provocan enfermedades persistentes. Es-—
to quiere decir que una vez que la planta ha sido infectada, lo
estara para el resto de su existencia (Cornuet, P. 1987). La epi-
demiologia de las virosis vegetales es influenciada asi por 1la
persistencia de la infeccidn. El1 vegetal enfermo permanece como
una fuente de virus toda su vida y la epidemia progresa lenta e

inexorablemente sin riesgo de extingquirse.

Principales sintomas externos

Los sintomas de las enfermedades producidas por virus vege-—
tales constituyen otro grupo de caracteres originales. Aunque por
el momento no se sabe a qué corresponden a nivel molecular, puede
imaginarse globalmente que los sintomas virales resultan de 1la
interaccidn entre el efecto depresivo de la multiplicacion del
virus y la reaccidn de defensa de la planta.

Es probable que, ademds del efecto de competencia por los
aminoa&acidos y los nucledtidos durante 1la replicacidon viral, se
ocupen, en el transcurso de este proceso, sitios de la membrana

celular que acarreen el bloqueo de funciones importantes.

Inclusiones: sintoma intracelular especifico

Dentro de las «celulas de plantas infectadas se pueden ob-
servar diversos elementos asociados a la infeccidn viral. Estos

elementos, visibles al microscopio dptico, constituyen las deno-
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minadas inclusiones. Las mismas pueden ser cristalinas o amorfas,
y se observan mejor dentro de ceélulas donde la infeccidn es de
larga data. Estdn constituidas por acumulos de particulas virales
o de proteinas codificadas por el virus. Las inclusiones son en
general especificas del virus y de la cepa y se han propuesto me-
todos de diagndstico basados en la observacidn de estos elemen-
tos. Los potyvirus son particularmente ricos en diversos tipos de
inclusiones. En la Figura 2 se observan algunos ejemplos de estas

inclusiones.

Vias de infeccidn

En numerosas enfermedades comunes de las plantas se encuen-
tran generalmente esporas adaptadas a la diseminacidn por aire o
por agua. En el caso de los virus vegetales, noc hay una contami-
nacidn directa por polucidn del aire o del agua. Es necesario que
haya un contacto real entre 1la planta enferma y la planta sana,
vya sea a través de heridas reciprocas o mas comunmente, por un
vector animal (generalmente insectos) que tome el virus de una
planta enferma, lo transporte y lo inocule en una planta sana.

Cada virus esta& asociado, con una gran especificidad, a un
tipo determinado de vector. A nivel molecular, se podria concebir
que ciertas secuencias de aminoacidos de la superficie de la cap-
side viral tienen una alta afinidad por las proteinas estructura-
les de la superficie de ciertos dérganos del vector (estiletes del
pulgdn u odontostilo de nematodo).

Para ciertos virus vegetales, es posible la transmisidn por
semilla, polen o por contacto directo. Los potexvirus, por ejem-—
plo, se encuentran en alta concentracidn dentro de la célula,
siendo éste uno de los factores que le permiten transmitirse por
contacto directo de planta a planta; por otra parte, no cuentan
con insectos vectores. Este tipo de virus (es decir, no transmi-

sibles por vectores) sdlo se encuentra en cultivos que reunen un
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Figura 2. Inclusiones caracteristicas de los Potyvirus.
A: Diserno esquemdatico de los molinetes o Pinhweels.
B: Microscopia electrdnica de los mismos.
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gran numero de 1individuos sensibles vy genéticamente idénticos,
como ser la papa o plantas horticolas sometidas a un modo de mul-
tiplicacidon anormal. Asi, estos tipos de virus estan asociados a
la agricultura y horticultura.

Los ilarvirus estdn adaptados a la transmisidén por polen.
Por este motivo, se encuentran en 4&rboles frutales donde cada in-
dividuo produce una gran cantidad de polen, lo que compensaria en
parte la ineficacia de este tipo de transmisidn.

Evidentemente la agricultura vy principalmente el modo de
propagacion vegetativa, es una causa del desarrollo de enfermeda-
des a virus. Todas las especies donde se utilizan tubeérculos,
bulbos, estolones, acodos, esquejes e injertos para la multipli-
cacion acumulan diversos virus, vya que la infeccidn es persisten-
te. De todos estos, aquellos virus transmitidos por semilla son

la causa actual de las principales peérdidas en agricultura.

Influencia del entorno

Las enfermedades producidas por virus vegetales son muy
sensibles a la influencia del medio, de la nutricidn, de la luz
ambiente, de la temperatura y de la humedad. Estos factores pue-
den intervenir independientemente o en conjunto para modificar
los sintomas. El1 clima especializa el tipo de enfermedad y puede
tornar en predominante un numero restringido de posibles transmi-
siones. En clima seco, desértico o muy frio, la mayoria de los

virus se transmiten por semilla.
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POTYVIRUS

El grupo de los Potyvirus es el mas grande y econdmicamente
el mas importante de los 35 grupos y familias de virus de plantas
actualmente reconocidos (Matthews, 19913 Brown, 19846). Contiene
120 miembros que representan el 20% de los virus que afectan dis-
tintos cultivares en todo el mundo (Francki, 1985). La mayoria de
los miembros de la familia poseen un numerc de huéspedes limitado
y esta especializacidn minimiza la competencia entre ellos. Se
transmiten en la naturaleza por distintas especies de afidos, me-
canicamente y a traves de las semillas de plantas infectadas. Es—
tas caracteristicas, sumadas a la gran variedad de cultivos que
son afectados por potyvirus, aseguran su presencia en el campo a
lo largo de todo el anrRo.

Todos los miembros de la familia comparten ciertas caracte-
risticas comunes. Las particulas virales tienen forma de basto-
nes flexuosos de 700-900 nm de largo y 12-15 nm de diametro, . sus
genomas estan compuestos por una unica mdlecula de RNA de polari-
dad positiva de aproximadamente 10.000 nucledtidos de 1longitud,
poseen en su extremo 5° una proteina (VPg) unida covalentemente vy
el extremo 3’ 'se encuentra poliadenilado. Todos los miembros codi-
fican para una proteina que se acumula en el citoplasma como un
cuerpo de inclusidn que toma forma de molinetes.

Las particulas poseen un coeficiente de sedimentacidon de
150 S, contienen 5% de RNA y 95% de proteina. Los viriones estan
formados por 2.000 copias de una misma proteina de cubierta y una

copia de la proteina Vpg.
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PROTEINAS CODIFICADAS POR LOS POTYVIRUS

Proteinas asociadas al viridn:

Proteina de cubierta

Es el componente mayoritario del viridn con aproximadamente
2.000 unidades monoméricas por moléecula de RNA (Hollings et al.,
1981). Las subunidades monoméricas de las proteinas de cubierta
de distintos potyvirus varian en tamano entre 30-45 kd. Se ha
descripto para varios potyvirus la presencia de mas de una banda
en geles de poliacrilamida de preparaciones de virus purificado.
La razdn de la existencia de mds de una banda se deberia segun
Huttinga y Mosch (1974) a degradacidn durante los pasos de puri-
ficacidn por accidn de proteasas del huesped o microbianas.
Shukla et al. (1988b) demostraron gque la degradacidn involucra 1la
remocitvn de los extremos amino Yy carboxilo de la proteina y que
por tratamiento con tripsina, en &6 virus probados, se liberan’ 30
residuos del extremo amino y entre 18 a 20 del extremo carboxilo.
Las particulas tratadas fueron indistinguibles de las no trata-
das, por observacién al microscopio electrénico y mantenian la
infectividad. Esto sugiere que los extremos amino y carboxilo de
la proteina estarian orientados hacia el exterior en el viridn.

Se han determinado directamente las secuencias aminoacidi-
cas de las proteinas de cubierta correspondientes a PVY (Shukla
et al., 1986, 1988c¢c), sugarcane mosaic virus (SCMV) (Shukla et
al. 1987) vy passion—-fruit woodiness virus (PWV) (Shukla et al.
1988d). Ademas a partir de las secuencias de cDNA se obtuvieron
datos de plum pox virus (PPV) (Ravelonandro et «al., 1988), pepper
mottle virus (PeMV) (Dougherty et al., 1985a), tobacco vein mott-—
ling virus (TVMV) (Domier et al., 1986), tobacco etch virus (TEV)
(Allison et al., 1985 a,b), PVYn (Robaglia et al., 1989), PVYo

(Bravo-Almonacid et al., 1989) vy pepper severe mosaic virus
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(PeSMV) ({Rabinowicz et al.,en prensa). Existen marcadas
diferencias de tamafo entre las distintas proteinas de cubierta
de varios potyvirus (263 a 330 aminoacidos). Estas variaciones en
longitud se deben a diferencias en el extremo amino terminal
(hasta 66 aa) que constituye 1la regidn mas variable. En
contraste, la variacioén en longitud en el extremo carboxilo de
las proteinas de cubierta, es de soclo uno o dos residuons. En el
centro de las proteinas de cubierta y en el extremo carboxilo
exisrte un cierto nivel de homologaia. Estas regiones conservadas
estarian involucradas en interacciones proteina-proteina y/o RNA-
proteina (Dougherty et al., 19895).

La comparacidn de las secuencias de distintas cepas de un
determinado virus muestran un alto grado de homologia, con dife-
rencias preferentemente localizadas en el extremo amino. Shukla vy
Ward (1988) compilaron las secuencias existentes al momento para
distintos potyvirus y cepas, Yy mostraron que distintos miembros
de la familia poseen un grado de homologia que varia entre 38 vy
71% con un promedio de 54%. Las cepas de un mismo virus poseen
homologias que varian entre 90 y 99%, con un promedio de 95%4. Es-
to sugiere una distribucidn bimodal de 1las homologias para los

distintos miembros y cepas de la familia.

Proteina VPg.

Otra proteina gque se puede aislar de preparaciones purifi-
cadas de potyvirus es la denominada proteina unida al genoma
(VPg). En el caso de TEV se ha demostrado que la misma se encuen-
tra unida covalentemente al extremo S’ del RNA gendmico (Hari V.
1981). La funcidn que tendria dicha proteina se ha inferido de
estudios realizados en otros virus que poseen upa organizacidén
genomica y una estrategia de traduccion similar (Baron et al.,
1982, Morrow et al., 1984, Vartapetian et al., 1984). En los mis-

mos esta proteina se encontraria involucrada en la iniciacién de

la sintesis del RNA gendmico.
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Proteinas que se encuentran en tejidos infectados en

forma de inclusiones intracelulares.

Inclusion citoplasmatica en forma de molinete

Como se menciond previamente, en todos 1los potyvirus se
encuentran cuerpos de 1inclusidén proteicos, que se agregan en

forma de molinete en el citoplasma Yy cuyo peso molecular varia

entre 69 vy 75 kd. La morfologia de estas inclusiones es
especifica de cada virus. Edwardson vy col. (Edwardson et al.,
1984), propusieron dividir taxonomicamente a 1los potyvirus de

acuerdo con la forma de estas inclusiones.

Inclusidn citoplasmatica amorfa (helper component)

Estos cuerpos de inclusidn han sido detectados en infeccio-
nes producidas por varios potyvirus pero no en todas. La cantidad
de ésta proteina acumulada en el citoplasma de la planta infecta-
da y su estabilidad han permitido su purificacidn y su caracteri-
zacion. El componente facilitador (helper component) es la pro-
teina codificada por el virus necesaria para la transmisién por
afidos. Varias evidencias indican gque se tratarian de la misma
proteina: i) estudios inmunoldgicos han demostrado que los anti-
cuerpos que reaccionan con eéstas inclusiones también lo hacen con
la proteina que se encuentra mayoritariamente en la fraccidon pu-
rificada que posee actividad de helper component, ii) estos anti-
cuerpos son capaces de inactivar a esta fraccidn, iii) ambas pro-
teinas comigran en geles de poliacrilamida (de Mejia et al.,
1985).

Esta proteina posee ademdas en su extremo caboxilo un domi-
nio con actividad de proteasa involucrada en el procesamiento de

la poliproteina viral.
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Inclusiones nucleares.

Aungue todos los potyvirus codifican dos proteinas que pue-
den dar lugar a la inclusidn nuclear, s6lo se ha observado la
agregacidén de estas proteinas en el nucleo, en infecciones produ-
cidas por un limitado numero de potyvirus. Estas inclusiones son
variables en forma (platos, cubos, bipirdmides, etc.) y tamano,
dependiendo esto, no sdlo del virus sino también del aislado en
particular (Christie et al., 1977). Estan compuestos por cantida-
des equimoleculares de dos proteinas. En TEV se encuentran pre-
sentes las de 38 y 49 kd. Estudios recientes han demostrado que
la proteina de 49 kd codificada por TEV es la proteasa respaonsa-
ble de efectuar varios cortes especificos en la mitad carboxilo
terminal de la poliproteina viral. Existe poca informacidn saobre
el componente de 58 kd. S5in embargo, sobre la base de comparacio-
nes de secuencias, se ha propuesto que este componente seria una

RNA polimerasa dependiente de RNA (Domier et al., 1987).

ESTRUCTURA GENOMICA Y ORGANIZACION

Mediante estudios de traduccion JIin vitro de varios RNAs de
potyvirus (Dougherty et al., 1980, Hellmann et al., 1980,
Hellmann et al., 1983), andlisis de RNAs aislados de plantas in-
fectadas (Dougherty W.G. 1983, Vance et al., 1984) y a partir de
los datos de secuencias nucleotidicas obtenidas de TEV (Allison
et al., 1986) y TVMV (Domier et al., 1984), se concluyd que que
estos virus expresan sus genomas sintetizando una unica polipro-
teina de manera andloga a los picornavirus y que no sintetizan
RNAs subgendmicos. Sdlo se pudo hallar en plantas infectadas un
RNA gendmico (de aproximadamente 10kb) que da lugar, en experi-
mentos de traduccion inp vitro, a poliproteinas de alto peso mole-

cular (Dougherty W.G. 1983). El analisis de la secuencia nucleo-

- 14 -
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tidica reveld la presencia en los genomas de TEV y TVMV, de un
unico marco de lectura abierto, el que daria lugar a una polipro-
teina de 346 kd para TEV (Allison et al., 19856) y 340 kd para
VMV (Domier et al., 1986). Este precursor poliproteico es cliva-

do por accidn de tres proteasas codificadas por el propio virus,

la proteina NIa (Dougherty et &1., 1988), la regidn carboxilo
terminal del componente helper (HC-Pro) (Carrington et al., 1988)
y 1la regidn carboxilo terminal de la proteina de 35 kd (P1)
(Verchot et al., 1991). En la Figura 3 se muestra un esquema del

modo de accidn de estas proteasas en el procesamiento de la poli-

proteina de TEV, para dar lugar a las proteinas virales maduras.

REPLICACION

Existen pocos estudios realizados sobre los mecanismos de
replicacidn en potyvirus. La mayoria de los datos existentes sur-
gen del analisis comparativo de las secuencias nucleoctidicas vy
aminoacidicas de los potyvirus con las de otros virus que poseen
una organizaciodn gendmica y estrategia de expresidn similar y que
han sido motivo de estudios mas profundos, como por ejemplo los
virus animales pertenecientes a la familia Picornaviridae.

Asi se ha demostrado la presencia, en 1la proteina de
inclusidn citoplasmética (CI), de un motivo relacionado con 1la
union de nucledtidos trifosfatos. El1 mismo se encuentra presente
en varias proteinas capaces de unir e hidrolizar nucledtidos
(Gorbalenya et al., 1989). Basados en este andlisis comparativo
Lain et &at., 1990, 1991, demaostraron que la CI de PPV posee acti-
vidad de ATPasa y es capaz de desenrollar una doble hebra de RNA.
Esto sugiere que la actividad de RNA helicasa, necesaria en el

esquema de replicacidn, estaria dada por esta proteina.
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Figura 3. Organizacidn gendmica y procesamiento de la poliprotei-
na de TEV.

El esquema muestra la poliproteina, que a sido dibujada ha esca-—
la. Las reacciones de clivaje gque ocurren en cis (autoprotedli-
sis), se indican con flechas curvas y aquellas que se producen en
trans, con flechas rectas. Los dominios cataliticos de las pro-
teasas se encuentran en la regidn carboxilo de las proteinas. Los
primeros eventos del procesamiento involucran a tres proteasas
(P1, HC-PRO vy NIa-PRO) gque actuan en cis y ellos son, probable-
mente, cotraduccionales., Posteriormente la proteasa NIa-PRO, pro-
cesa los productos intermedios para dar lugar a las restantes
proteinas maduras. HC-PRO: componente helper—proteasa, Nla y NIb:
inclusiones nucleares a ¥ b respectivamente, V: proteina VPg,
CAP: proteina de cubierta.
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Se ha postulado que la proteina de 1nclusidn nuclear b
(NIb) seria la RNA replicasa ya que en ella se encuentra el moti-
vo conservado Gly—-Asp-Asp presente en todas las RNA polimerasas
dependientes de RNA.

La proteina de inclusidn nuclear a (NIa), ademds de actuar
como proteasa especifica en el procesaminento de la poliproteina,
aportaria su extremo amino para originar la proteina Vpg (Murphy
et al., 1990). En poliovirus esta proteina estaria involucrada en

la replicacidon actuando como iniciador (Takeda et &al., 1986).

DISEMINACION VIRAL

Se ha sugerido que las proteinas Pl, helper componet (HC) y
de cépside viral (CP), estarian involucradas en el transporte de
los potyvirus entre células de una misma planta o bien entre di-
ferentes plantas.

La proteina Pl, ademds de poseer en su extremo carboxilo
actividad de proteasa, ha sido propuesta como la proteina necesa-
ria para el transporte de célula a célula, en base a la homologia
que existe entre la Pl de TVMV y la proteina de movilizacidon (30
kd) de tobacco mosaic virus (TMV) (Domier et al., 1987).

Como ocurre con la mayoria de laos virus vegetales, el
transporte entre plantas se realiza mediado por insectos vectores
especificos, que en el caso de los potyvirus son afidos. La pro-
teina helper (HC) participa en este proceso vy es necesaria su
presencia, ademas del propio virus, para que un afido sea capaz
de transmitir el virus a gtra planta (Pirone y Thornboury, 1983).
La otra proteina involucrada en el transporte mediado por Aafidos
es la proteina de cubierta. La regidn amino terminal se encuentra
orientada hacia el exterior del viridn y, cuando la misma es re-—
movida por tratamiento con tripsina, el virus mantiene su capaci-

dad de infectar plantas mediante inoculacidén mecénica, pero deja
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de ser transmitido por afidos (Solomon R. 1989). Datos de compa-
racion de secuencias mostraron la existencia del motivo (I1/V)DAG
conservado en el extremo amino terminal de wvarios potyvirus
transmisibles por afidos (Maiss et al., 1989). Recientemente
Atreya et al., (1991), trabajando con una copia completa de TVMV,
mostraron que una mutacidon puntual en la regidn de la capside,
que cambia la secuencia VDAG por VDAE, es capaz de modificar 1la

caracteristica de transmisible por Afidos a no transmisible.

DETECCION Y DIAGNOSTICO DE VIRUS VEGETALES

El uso de fungicidas es una forma eficaz de control de va-
rias enfermedades causadas por hongos en distintos cultives. En
el caso de las enfermedades virales no existe un método directo
que permita el control de las mismas. La lucha contra estos pato-
genos es basicamente preventiva y estd orientada a reducir las
vias de infeccidn utilizando semillas libres de virus y a limitar
la diseminacion de la enfermedad eliminando los vectores virales.

Este tipo de medidas no ofrece una solucidon definitiva al
problema y exige medidas de control fiscal rigurosas y una accidn
coordinada y responsable de los distintos productores. En el caso
de cultivos propagados vegetativamente se han establecido progra-
mas de certificacidén de semillas. Para la implementacidn de las
medidas de control es necesario contar con métodas que permitan
una correcta identificacidn del virus que afecta a un determinado
cultivo.

En la eleccidn de un metodo diagndstico hay que tener en
cuenta ciertas caracteristicas, a saber: sensibilidad, especifi-
cidad, reproducibilidad, numero de muestras que pueden ser proce-
sadas por un operador en un tiempo dado, costo vy nivel de sofis-—

ticacidn de los equipos y el material necesario, nivel de entre-
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namiento que necesita el operador, posibilidad de adaptarse a
condiciones de campo y, por ultimo, posibilidad de automatizacidn
de la tecnica.

Los métodos utilizados en la deteccidn y diagndstico de los
virus vegetales pueden ser agrupados en distintas categarias de
acuerdo a la propiedad del virus de la cual depende. Asi, existen
meétodos basados en la actividad bioldgica, en las caracteristicas
antigénicas y en el tipo de acido nucleico componente de los vi-

rus.

METODOS BIOLOGICOS

Los meétodos bioldgicos consisten en utilizar extractos
obtenidos de 1las plantas a amalizar para infectar una o mas
plantas indicadoras donde, al cabo de un cierto tiempo, se
producirdn los sintomas caracteristicos. Estos métodos son muy
laboriosos, y lentos, necesitan inverndculos donde mantemner las
plantas indicadoras y llevar a cabo los ensayos y exigen 1la
implementacidn de normas de seguridad para evitar la diseminacion

de los patdgenos.

METODOS SEROLOGICOS

Muchos de los problemas asociados al diagnédstico mediante
ensayos bioldgicos se resolvieron con la introduccidn de métodos
inmunoldgicos. Existe una gran variedad de técnicas seroldgicas,
pero desde que Clark y Adams (1977) introdujeron el uso del enzi-
me—-linked immunosorbent assay (ELISA), ésta fue ampliamente acep-
tada y se convirtid en la tecnica de referencia, reemplazando en
gran parte a los métodos bioldgicos utilizados en diagnhdstico.

Varias modificaciones de la técnica de ELISA han sido desa-
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rrolladas para simplificarla y aumentar la sensibilidad. El uso
de membranas como soportes solidos de reaccion en lugar de las
placas de poliestireno, permitid el desarrollo de las tecnicas de
dot-ELISA (Hawkes et al., 1982), direct tissue blotting (Lin et
al., 1990) vy sgquash—-blot Immunoassay (Bravo Almonacid et al.,
1992). Las principales ventajas de estos métodos son su especifi-
cidad, rapidez, sensibilidad, economia, sencillez, estabilidad de
los reactivos utilizados y la posibilidad de procesar un gtran nu-—
mero de muestras.

En el futuro las técnicas inmunoldgicas se basaranm sin duda
en la obtencidn de nuevos anticuerpos, dirigidos contra epitopes
cuidadosamente seleccionados, y que posean una alta afinidad por
los mismos. Ello permitara la diferenciacidn de distintas cepas
de un mismo virus. La utilizacion de anticuerpos monoclonales se
verd favorecida por esta necesidad. Por otra parte el conocimien-
to de la estructura y secuencia del genoma de los virus permitira
la prediccidn de los epitopes de intereés por medio de programas
de computacidn disernados para tal fin (determinacidn de perfiles
de hidropatia, de regiones de mayor mobilidad, etc.).

El uso de peptidos sintéticos y 1la disponibilidad de una
gran variliedad de vectores de expresion, permitird contar con can-
tidades ilimitadas de los antigenos de interés, lo que facilitara
la produccidn de estos nuevos anticuerpos y permitiran obtener de
manera sencilla, antisueros espécificos para aquellos virus que

son dificiles de purificar ppr ejemplo, PLRV.
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METODOS BASADOS EN LA HIBRIDACION MOLECULAR

Se han desarrollado numerosos metodos basados en la hibri-
dacioén molecular para la deteccidn de diversos patdgenos, que po-
seen una sensibilidad igual o mayor que la de los métodos serold-

gicos y presentan la ventaja de detectar viroides (Owens gt 41.,

1984) y particulas virales defectivas (Harrison et «1.,1983), los
gue no poseen cubierta proteica. La especificidad de la deteccidn
estd dada por la complementaridad de las secuencias nucleotidicas
de la sonda y el genoma del patdgeno. Esta puede modificarse,
segun las condiciones de hibridacidn y 1la eleccidn de las
secuencias de la sanda, permitiendo el disero de metodologias
destinadas a detectar un determinado virus o grupo viral. Asi, se
pueden diserar sondas de "amplio espectro" destinadas al recono-
cimiento de varios virus relacionados (Maule et al., 1983) o di-
sefnar otras, mediante el uso de oligonucledtidos,capaces de reco-—
nocer especificamente distintas cepas de un mismo virus (Bar-
Joseph et al., 1985). La combinacidn de varias sondas en un mismo
ensayo, capaces de detectar simultaneamente varios patdgenos co-
munes a un determinado cultivo, seria de gran utilidad en la se-
leccidn de material libre de virus, donde la identificacidn de un
patdgeno en particular no es importante ya que todas las plantas
infectadas son eliminadas.

Si bien los metodos basados en la hibridacion molecular son
relativamente sencillos y se tiene la ventaja de contar con reac-
tivos en cantidades ilimitadas y de calidad constante, su aplica-
cion se ve aun restringida a laboratorios de mediana complejidad
debido a los problemas relacionados con la preparacion de 1la
muestra y el uso de radioactividad. Los méetodos no radioactivos
de marcacitén de sondas han permitido resclver en parte estas 1li-
mitaciones. Asi, se han desarrollado ya varios métodos de diag-

nostico no radioactivos, que poseen buena sensibilidad y especi-
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ficidad cuando se utilizan sobre extractos parcialmente purifica-
dos (Hopp et &l.,1991), y se prevee que el uso de los mismos se

extendera considerablemente en el futuro.

TRANSFORMACION DE PLANTAS

El surgimiento y desarrollo de metodologias patra transferir
genes derivados de otros organismos a plantas, y el avance en las
técnicas de cultivo de tejidos vegetales, ha hecho posible 1la
produccidn de plantas genéticamente modificadas (transgénicas),
que transmiten a su descendencia los genes que les fueron intro-
ducidos. La intima asociacidn que existe entre ciertaos fitopats-
genos y sus huéspedes ha permitido el disero de metodologias para
la introduccidn y expresidon de nuevos caracteres en distintas es-—
pecies vegetales. El sistema derivado de Agrobacterium tumefa—
ciens es sin duda el que mas ha evolucionado y ha sido wutilizado
para la transformacién de varias dicotileddneas, como tomate, ta-—
baco, papa, petunia, zanahoria, etc. Existen especies que no son
susceptibles a la 1infeccidn y posterior transformacidn mediada
por Agrobacterium. Segun Potrikus la caracteristica critica pars
gue una especie sea transformada por Agrobacterium, es el tipo de
respuesta a heridas desartrollado por la planta (Potrykus I,
1991). Asi, algunas monocotileddneas, que responden a las heridas
con proliferacidn y desdiferenciacidn de células en la regidn da-
fada, como Asparagus, pudieron ser transformadas con Agrobacte-
rium. Inversamente dicotileddneas que responden con muerte celu-
lar en la zona herida son refractarias a la transformaciodn. Las
dificultades para utilizar los sistemas derivados de Agrobacte-
rium en la transformacidn de cereales condujo al desarrollo de
técnicas de transformacidn basadas en la transferencia directa de

genes.
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Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens es una bacteria del suelo, gram negativa,
que puede infectar una amplia gama de dicotileddneas y algunas
monoccotileddneas (De Cleene, M. y De Ley, J., 1976). Es el agente
causal de la enfermedad denominada tumor de corona (crown gall),
enfermedad que se manifiesta por la formacidén de una masa tumoral
originada en el crecimiento de tejido indiferenciado en la zona
donde ocurrid la infeccidn. Los tumores poseen dos propledades:
su crecimiento independiente del aporte exdgeno de fitohormonas
(Braun, A.C., 1938) Yy la capacidad de las células del tumor de
producir una serie de compuestos nitrogenados gque se denominan en

forma genérica opinas, ¥y que sirven como fuente de carbono y ni-

trogeno a las bacterias colonizantes (Tempe, J. vy Petit, A.,
1982). Estas caracteristicas son el resultado de la expresion de
un conjunto de genes que la bacteria transfiere a la planta, los

cuales se integran de manera estable al genoma de las celulas ve-
getales (Chilton et al., 1977). Este fragmento de DNA se conoce
como T-DNA ( transferred DNA).

El T-DNA se encuentra presente en la bacteria en un mega-
plasmido de aproximadamente 200 kilobases, denominado plasmido Ti
( tumor inducing) (van Larebeke et al., 19735). E1 T-DNA es un seg-
mento de 23 kb flanqueado por secuencias repetidas directas de 25
bp, que contiene un grupoc de genes denominados oncogénicos. Estos
genes codifican enzimas necesarias para la sintesis de fitohormo-
nas (auxinas y citocininas), las que son responsables del desba-
lance hormonal que conduce al fenotipo tumoral, y de enzimas res-—
ponsables de la sintesis de opinas. Los genes bacterianos locali-
zados en el T-DNA se encuentran bajo la direccidn de las seRales
eucariotas de regulacidn, necesarias para su expresion en la
planta (Barker et al., 1983).

Ademas del T-DNA, en el plasmido Ti se encuentra una region
de aproximadamente 35 kb que contieme un grupo de genes denomina-

dos genes de virulencia, responsables del procesamiento y trans-
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ferencia del T-DNA. Para que ocurra la transferencia son necesa-—
rios, ademas de los productos de estos genes, otros correspon-—
dientes a los genes de virulencia cromosomal chvA, chvB y ExoC.
Estos se expresan constitutivamente y estdn invaolucrados en 1la
union de las bacterias a las celulas vegetales (Douglas et al.,
1985).

Los productos de los genes VirA y VirG constituyen un sis-
tema receptor—-transductor que es activado por la presencia de de-
terminados compuestos fendlicos, presentes en los exudados de las
células vegetales (acetosiringona y hidroxiacetosiringona). Estos
productos activados inducen finalmente la transcripcidn de los
restantes genes Vir (Stachel et al., 1986). El gen VirD codifica
una endonucleasa gque reconoce Yy corta especificamente entre los
bordes repetidos (Yanofsky et al., 1986). A partir de esos cortes
se genera unidireccionalmente una hebra de DNA (hebra T), que es
transportada a la célula vegetal mediante un mecanismo similar al
de la conjugacion bacteriana cldsica. Esta hebra T se encuentra
recubierta por proteinas que se unen a DNA de simple cadena, co-
dificadas por el gen VirE2 (Citovsky et al., 1989). La hebra T
lleva unida en su extremo 5° a la proteina VirD2, la que funcio-
naria como una proteina "piloto" para dirigir el compejo nucleo-
proteico hasta el nucleo de la célula vegetal (Herrera—Estrella
et al., 1990). Una vez alli, el T-DNA se integra covalentemente
al genoma de la planta en una o mas coplas distribuidas al azar
en los cromosomas de la célula receptora. Un esquema que repre-—
senta los principales pasos de este proceso se muestra en la Fi-

gura 4.
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Desarrollo de vectores para la transferencia de genes

mediada por Agrobacterium

Los estudios realizados sobre el plasmido Ti y los mecanis-
mos de transferencia del T-DNA, condujeron al desarrollo de vec-—
tores plasmidicos utilizados para la transformacidn de plantas.
Los primeros experimentos de transferencia de genes a celulas ve-
getales, se llevaron a cabo utilizando plasmidos Ti oncogenicos.
Se obtuvieron asi plantas transformadas que exhibian el fenotipo
tumaoral el cual no podia ser lueqo eliminado. Sin embargo, dos
observaciones permitieron el diserno de vectores no oncogénicos o
desarmados. Primero, la insercidn de secuencias exdogenas dentro
de la regidn T del plasmido Ti, condujo a la cotransformacidon de
la célula vegetal y a la transferencia de dichas secuencias al
genoma de la planta (Hernalsteens et al., 1980). Segundo, los ge-
nes contenidos en el T-DNA no son necesarios para la transferen-—
cia e integracion en el genoma vegetal (Zambryski et al., 1983).
S0lo es necesaria la presencia de las secuencias repetidas de los
bordes, en particular la correspondiente al borde derecho. Te-
niendo en cuenta las observaciones anteriores, se construyd un
plasmido Ti desarmado (pGV3830), para lo cual se removieron del
T-DNA los genes responsables del fenotipo tumoral vy se los reem-—
plazd por secuencias del pldsmido pBR322. La 1insercion de
secuencias de pBR322 provee una regidn de homologia para la
integracién por recombinacidn homdéloga (cointegracidn) de los
vectores comunmente utilizados en E.coli. Los plasmidos
recombinantes, portando el gen de interés y el marcador de se-
leccidn se construyen en £. coli y se introducen por conjugaciodn
o por transformacidn en una cepa de A. tumefaciens que contiene
al plasmido Ti desarmado. Ya que los replicones del tipo Col E1
no son capaces de mantenerse en Agrobacterium, solo se establece-
réan los gue hayan recombinado con el plasmido Ti, los que pueden

ser seleccionados mediante el uso de antibidticos adecuados. De
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esta manera, la informacidn que se desea transferir a la planta
queda correctamente situada entre los bordes de la regién T. La
Figura S.A. muestra un esquema del sistema de vectores de
cointegracidn.

La observacion de que la regidn del T-DNA no necesita estar
ligada fisicamente a la regidn Vir del plasmido Ti para ser efi-
cientemente transferida a la planta (Hoekema et al., 1983) permi-
tid el desarrollo de un nuevo tipo de vectores, los denominados
binarios. Estos sistemas constan de dos elementos: a) un plasmido
Ti al que se le deletd toda la regidn T, incluyendo sus bordes,
pero que conserva los genes Vir, los que actuardn en trans sobre
el otro elemento y b) un plasmido de amplioc rango de huésped (ca-
paz de replicar en E. coli y Agrobacterium), el que contiene un
marcador de seleccidn para bacterias y, flanqueados por los bor-
des derecho e izquierdo del T-DNA, un marcador de seleccidn para
plantas y un adaptador con sitios uUnicos de clonado donde se in-
troducen los genes que se desea transferir. Un esquema del siste-

ma de vectores binarios se muestra en la Figura 5.B.

Transferencia directa de genes

El sistema de transformacidn basado en A. tumefaciens ha
sido aplicado a un gran numero de plantas dicotileddneas. Sin em-
bargo, los esfuerzos para transformar cereales y otras variedades
agricolas importantes han tenido poco éxito y dieron lugar a
otros metodos de transformacidn en los que el DNA exdgeno se in-—
troduce directamente en la ceélula vegetal. Generalmente se utili-
zan en este tipo de experimentos protoplastos (células desprovis-
tas de pared), y la introduccion del DNA se facilita mediante 1la
utilizacion de agentes Qquimicos (polietilenglicol) & fisicos
(electroporacidn utilizando pulsos de corriente eléctri-ca) (Saul

et al., 1988; Shillito et al., 1985).
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Figura 5. Sistemas de transformacidn basados en A. tumefaciens.
A: Sistema de cointegracion.

El plasmido pGY3BS50 es un derivado del Ti al que se le eliminaron
los genes responsables de la formacidn de tumores y fueron reem-
plazados por secuencias del plasmido pBR322. E1 DNA exdégeno que
se desea introducir, previamente clonado en un plasmido derivado
de pBR322, se transfiere a un Agrobacterium que contiene a
pGVY3850. Luego, mediante recombinacidn homdloga, se forma el co-
integrado en el que las secuencias contenidas en pBR32Z2 quedardan
ubicadas entre los bordes derecho e izquierdo del pGY38350.

B: Sistema binario.

Este sistema est& compuesto de un pladsmido gue posee, un marcador
de seleccion funcional en plantas y sitios uUnicos de clonado don-
de se 1ntroduciradn las secuencias de interés. Estos se encuentran
flanqueados por los bordes derecho e i1zquierdo del plasmido Ti.
Posee ademds un origen de replicacidn de amplio rango de huesped
gue le permite replicarse tanto en £. coli como en Agrobacterium
(pBINAR). Luego de introducir el gen de interés, el plasmido se
transfiere a Agrobacterium y las funciones necesarias para 1la
transferencia son aportadas en trans, por un plasmido Ti que con-
tiene los genes de virulencia y carece de T-DNA (pAL4404).
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Mas recientemente, se desarrolld una técnica que permite la
introduccidn de genes exodgenos & virtualmente cualquier tipo de
ce¢lula ¥y tejido vegetal, denominado método biolistico o de bom-
bardeo con microproyectiles (Klein et 1., 1988). En este proce-
dimiento, el DNA es introducido a celulas intactas en cultivo o a
tejidos organizados por medio de particulas micrometricas de oro
o tungsteno recubiertas con el DNA que se desea introducir, las
que son aceleradas a altas velocidades para atravesar la pared vy
la membrana celulares y alcanzar el nucleoc de la celula blanco.

Utilizando estas técnicas se logrd 1la transformacidn de
plantas monocotileddneas de 1importancia agricola como maiz
{Rhodes et al., 1988a; Gordon—-Kamm et al., 1990) y arroz (Zhang Yy
Wu, 1988) y de dicotileddneas refractarias a la transformacidn

por medio de Agrobacterium, como la soja (McCabe et al. 1988).

TRANSFORMACION DE PLANTAS Y MEJORAMIENTO VEGETAL

Las técnicas de transformacion vegetal han evolucionado a
un punto tal que en principio, es posible introducir cualquier
secuencia exdgena en una gran variedad de plantas; ello se con-
vertira sin duda en una herramienta importante en el mejoramiento
agrondmico. A diferencia del mejoramiento cldsico, estas técnicas
permiten la transferencia de material genético entre organismos
pertenecientes a distintas especies. Si bien en principio seria
posible introducir cualquiler catracteristica deseada en una plan-
ta, el mayor obstaculo serd la identificacion de caracteres de
interés en asociacidn con segmentos discretos de DNA. Es sabido
que ciertas caracteristicas de interés en la agricultura estan
asociadas a patrones complejos de expresidn génica, lo que limi-
tara, por un cierto tiempo, el uso de la ingenieria genética en
el mejoramiento vegetal. Sin embargo, otras caracteristicas se

»
encuentran codificadas en unos pocos genes, lo que facilitara su
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introduccidn en plantas para dar lugar a nuevas variedades. Ac—
tualmente existen plantas transgénicas con una mayor resistencia
al ataque de 1nsectos, tolerantes a herbicidas y resistentes a
distintos virus, las gue se obtuvieron luego de introducir y ex-—
presar en la planta genes unicos que provenian de organismos per-

tenecientes a otras especies.

Resistencia a virus

Proteccidn cruzada

Se denomina proteccidn cruzada al fendmeno por el cual una
planta que ha sido previamente infectada con una cepa de un de-
terminado virus, presenta menor susceptibilidad a la infeccidn
posterior con otra cepa del mismo virus. La proteccidn cruzada
fue descripta por primera vez por Mc Kinney en 1929, quien mostro
que la infecciodn de plantas de tabaco con una cepa atenuada del
virus TMV impedia la infeccidn de las mismas con una cepa mMas se-—
vera del mismo. Desde su descubrimiento, se han propuesto varios
modelos para explicar el mecanismo mediante el cual actua. Algu-
nos de ellos son: a) encapsidacidn del RNA viral de la cepa seve-
ra por la proteina de capside de la cepa atenuada o blogueo de la
desencapsidacidn de la cepa severa, b) competencia entre las dos
cepas por algun factor presente en la celula huésped (por ejemplo
replicasa viral), c) hibridacidn de las hebras de RNA negativas vy
positivas de la cepa atenuada y de la cepa severa, para prevenir
la traduccidn y replicacion de la ultima. Ninquno de estos mode-—
los ha sido demostrado fehacientemente y es probable que una ex-—
plicacion final involucre mds de uno de los mecanismos propues-—
tos.

La utilizacidén de la proteccidn cruzada para controlar las
enfermedades producidas por virus no ha sido demasiado wutilizada

por las siguientes razones (Fulton, 1986):
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1- La cepa atenuada en si misma es responsable de una pequerna
pero significativa pérdida de rendimiento (5-10 %).

2- El cultivo infectado puede actuar como reservorio de la
cepa atenuada, la que podria infectar otras plantas méas
sensibles.

3—- La cepa atenuada podria mutar a una forma mas severa.

4—- Podrian originarse enfermedades serias debido a la coin-

feccidn sinérgica con otros virus no relacionados

Plantas transgénicas que expresan secuencias virales

Proteccidn cruzada mediada por capside

Para resolver algunos de los potenciales problemas de 1la
proteccidn cruzada, y definir posibles mecanismos para obtener
resistencia a virus, se utilizaron técnicas de ingenieria genéti-
ca y transformacion vegetal para obtener plantas transgénicas que
expresen secuencias de origen viral. Se demostrd asi que la ‘ex-
presidn de la proteina de cubierta de varios virus, confiere a
las plantas resistencia a los mismos ¥y, en algunos casos, a virus
relacionados. Estos experimentos dieron una interesante confirma-
cion a la teoria de 1la "resistencia derivada del patdogeno"
(Sandford y Johnston, 1985), segun la cual es posible interferir
el ciclo de vida de un determinado patdgeno logrando que el hués-
ped sintetice un producto normalmente codificado por el patdgenoc,
ya sea a destiempo, en cantidades no adecuadas, o modificado de
forma tal que no sea funcional.

Las plantas de tabaco gue expresan la proteina de cubierta
de TMV, son resistentes a la infeccidn con el virus, y se puede
observar en las plantas un retardo en la aparicidn de los sinto-
mas ¢ ausencila de sintomas con respecto a plantas controles no
transgenicas (Powel-Abel et al1., 1986). Resultados similares se

obtuvieron en plantas transgénicas de tabaco, alfalfa, papa y to-
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mate que expresan las proteinas de cubierta del, glfalfa mosaic

virus (A1MV) (Loesch—-Fries et al., 1987), potato virus X (PVX)
(Hemenwey et s1., 1988; Hoekema et &al., 198%9), cucumber mosaic
virus (CMV) (Cuozzo et al., 1988B), tobacco rattle virus (TRV)

(van Dun y Bol, 1988) vy potato virus Y (PVY) (Lawson et al.,
1990). lLos virus mencionados pertenecen a distintos grupos, por
lo que se considera que la proteccidn mediada por capside es una
estrategia generalizable a otros virus y huéspedes. Ello signifi-
caria disponer de una herramienta poderosa en el mejoramiento ve-
getal.

Los mecanismos moleculares que intervienen en este tipo de
proteccion no han sido completamente dilucidados aun. Los estu-
dios que se han realizado, fundamentalmente con TMVY, mostraron
que:

1- la resistencia puede ser superada inoculando las plantas
con RNA viral o con altas concentraciones de virus (Nelson et
al., 1987).

2- para que exista proteccidn es necesaria la presencia de
la proteina de cubierta mas que la de su RNA (Powel et al.,
1990).

3- la resistencia puede ser superada utilizando como indcu-—
lo virus al que se le ha removido parcialmente la proteina de cu-
bierta (Register y Beachy, 1988)

4- las plantas de tabaco que expresan la proteina de cu-
bierta del TMV (CP+) vy controles (CP-) presentan en las hojas
inoculadas una cantidad similar de virus, pero la concentraciodn
viral es menor en las hojas no inoculadas de las plantas CP+.

5- si se injerta un trozo de tallo de una planta CP+ conec-

tando tejidos de una planta CP-—, el virus no es capaz de propa-—

garse desde la regidn CP- infectada con RNA viral, a través del
tejido CP+, hacia la zona CP- no infectada (Wisniewski et al.,
1990} .
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Todo esto sugiere que la proteccidn mediada por capside se
originaria, en principio, en dos mecanismos distintos: a) inhibi-
cidn de una etapa temprana de la infeccidn, en la que el virus
necesita desprenderse de su proteina de cubierta para comenzar su
ciclo replicativo y b) bloqueo de la propagacidn sistémica viral.

Sin embargo, existen ciertas caracteristicas particulares
de determinados sistemas patdgeno-hospedante que impiden la gene-
ralizacion de las explicaciones anteriores. Ellas son:

l- plantas que expresan la proteina de cubierta de PVX, re-
sisten la infeccidn con RNA viral (Hemenwey et al., 1988).

2- plantas que expresan la proteina de cubierta de CMV, re-
sultaron resistentes independientemente de la concentracidn del
indculo viral utilizado (Cuozzo et al., 1988).

3- plantas de tabaco que expresan un mRNA de la proteina de
cubierta de TEV al que se introdujeron mutaciones puntuales para
impedir su traduccidn, son mas resistentes que aquellas que ex-—
presan la proteina de cubierta (Dougherty et al., 1992).

Recientemente plantas transgénicas de papa que expresan la
proteina de cubierta del PVX fueron sometidas a pruebas de campo
exitosas, en las que se demostrd también que las mismas retienen
las caracteristicas del cultivar original, para lo cual se anali-
zaron una serie de parametros relacionados con la morfologia y el
rendimiento de la produccidn de tuberculos (Jongedijk et al.,

1992).

Expresion de genes no estructurales

Se bha demostrado que la expresidn en plantas de tabacoc de
la secuencia de una proteina no estructural de TMV, probablemente
de un constituyente del complejo de replicaci6on, confiere a 1la
planta altos niveles de resistencia (Golemboski et al., 1990).
Mas recientemente, se obtuvieron plantas resistentes al PVX uti-

lizando una estrategia similar, (Braun et al., 1992). Se estan

- 33 -
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desarrollando ademds nuevas estrategias, basadas en la modifica-—
cion de otras funciones virales, que podrian generar mecanismos
adicionales de resistencia. Estas alternativas podrian emplearse,
solas o combinadas, para obtener proteccidn simultdnea contra

distintas infecciones virales en una misma planta.
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La papa (gplanum tuberosum L.) es la principal hortaliza cultiva-
da en nuestro pais con una superficie del orden de las 103.000
has, la que representa el 17,5% de la superficie total destinada
a cultivos horticolas. Los cultivares difundidos son: Spunta, de
origen holandés, ocupa el 70% al 80% de la superficie total plan-
tada; FBallenera y Huinkul cultivares argentinos, y Kennebec de
origen canadiense. La presencia de estos tres dltimos genotipos
es limitada por varios factores, entre los que se cuentan: ciclo
mas largo gue Spunta, que redunda en menores rendimientos en
plantaciones fuera de época y de ciclo corto como las locales;
menor demanda del consumidor por tamafo mas pequerno y peor apa-
riencia que este ultimo cultivar

La papa es susceptible a enfermedades producidas por hon-—
gos, bacterias y virus que reducen la calidad y el rendimiento de
la produccién. Las enfermedades producidas por virus causan im-—
portantes perdidas y solo son controlables a través de la calidad
de la semilla y la introduccidn de variedades resistentes. Las
mas comunes son las producidas por los virus PLRV (potate leaf
roll virus), PVYY (potato virus Y) y PVX (potato virus X). La pro-—
pagacidn de la papa se realiza por medio de reproduccidn agamica
(minitubérculos), lo que determina una particular incidencia de
las virosis. Estas persisten a traves del ciclo de produccion vy
se mantienen luego en los stocks.

Las infecciones producidas por PVY, son importantes ya que
el virus se disemina facilmente y produce mermas en el rendimien-—
to de hasta un B0Y% (Beemster et al., 1987). Ademas, en las coin-
fecciones con PVX se puede observar un efecto sinérgico en 1la
sintomatologia, que se denomina mosaico rugoso (Delgado-S5Sanchez y
Grogan, 1970).

La adopcidn de medidas de control de los vectores que
transmiten los virus, el uso de material vegetal libre de virus vy
la introduccidn en ciertos cultivares de genes de resistencia me-
diante técnicas de mejoramiento vegetal, han permitido controlar

en parte los efectos de estos patdgenos.
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El presente trabajo de tesis se propone utilizar las herra-
mientas que provee la ingenieria genetica para controlar las in-
fecciones producidas por el virus PVY en plantas de papa, apor-—-
tando nuevos métodos de diagndstico para un mejor control de 1la
calidad de la semilla, y en combinacidn con las técnicas de la
transformaciédn vegetal, modificar cultivares comerciales con el
fin de lograr resistencia al virus mediante la estrategia de pro-

teccidn mediada por la capside.

Con este fin se establecieron los siquientes abjetivos:

a) Realizar el clonado molecular del genoma del virus PVY.

b) Utilizar clones de cDNA como sondas de hibridacion molecular
para el diagndstico.

c) Expresar la proteina de cubierta del virus en bacterias para
para ser utilizada como antigeno en la produccidn de anti-
cuerpos policlonales.

d) Disefar nuevas técnicas de diagndstico basadas en la utili-
zacion de anticuerpos.

e) Construir genes quiméricos capaces de expresar en plantas la
proteina de cubierta del PVY,.

) Efectuar la transformacidn de plantas de papa con las cons-—
trucciones quiméricas menclonadas en el punto anterior.

d) Establecer 1la existencia de resistencia antiviral en las

plantas de papa transgénicas.
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1. CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

1.1. Escherichia coli

Se utilizaron las siguientes cepas:

LE392:
F— el4—-(mcrA~) hsdR314 (re, mm=), supE44, supF58, lacYl & A
(lacIZY)6, galK2, galT22, metBl, trpRS5S5 (Murray et al, 1977).

JM10O1:
A(lac-proAB), supE, thi/F tcaD36, proARB, lacd9, Z M13 (Messing et
al, 1981)

Y1090:
F-alacUl169, proA™, Alon, araDl139, strA, supF, mcrA, trpC22::Tnlo0,
(pMC?,Tet"Amp~) (Young et al, 1983).

N4830-1:
F—, su—, his—-, ilv—, GalK8, (chlD-pgl), A, Bam,N*, cI857, HI1,
(Gottesman et al, 1980)

NM322:
F- recA*, supkE, thi, A(lac,proAB), hsd5, /F=, proAB/supEthi,
lacIe, A(lacZ)M15, (rw, mz), (Mead et a1, 1985).

Todos los cultivos fueron hechos en medio LB (triptona 10 g/1,
extracto de levadura 5 g/l1, Nall 10 g/l1). En caso de medios soli-
dos se agregd agar hasta una concentracion final de 1,5 %.

Algunos de los suplementos utilizados fueron los siguientes:
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ampicilina: 100 pg/ml (presiodn de seleccion)

MgSO, 10 mM (estabilidad de bacteridfagos )
maltosa: concentracidn final 0,2 % (expresion del receptor del
bacterisofago \)

En el caso de las cepas NM322 y JM10l1l, se partid siempre de
una colonia crecida en medio minimo M? (NaxHPOs 5 g/l1; KHzPOa. 3
g/l; NaCl 0,5 g/1; NHaCl 1 g/1; MgSO0Oa4 2 mM; glucosa 0,2 %Z; CaClx

0,1 mM), suplementado con tiamina 0,5 pg/ml.

Todos los crecimientos bacterianos fueron llevados a cabo
en Erlenmeyers con un volumen de medio equivalente a aproximada-—
mente 25 7% de la capacidad total. La temperatura de crecimiento
fue de 30 °C ¢ 37 °C, dependiendo de la cepa, ¥y la agitacidén de
alrededor de 200 rpm.

1.2. Agrobacterium tumefaciens

Se utilizd la cepa LBA4404 (Hoekema et al, 1983) que posee
el plasmido pAL4404. La cepa es resistente a los antibidticos ri-
fampicina y estreptomicina. La temperatura de crecimiento fue de

26 °C.

1.3. Cepa Viral

La cepa de virus Y de la papa utilizada fue la ordinaria
(PVY=) aislada vy caracterizada en el Centro Internacional de 1la
Papa (Lima—-Peru). La misma fue propagada en la EEA-INTA-Lujan de
Cuyo, Mendoza. El1 virus se inoculd mecanicamente en hojas de
plantas jéovenes de Nicotiana occidentalis. Al cabo de 4-5 sema-—
nas, de acuerdo con los sintomas observados, se cosecharon las

hojas infectadas.
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2. PURIFICACION DE PVY

2.1. Método de Gugerli (Gugerli P., 1978)

Las preparaciones se hicieron a partir de una cantidad
aproximada de 100 g de hojas infectadas. Durante todo el proceso
se trabajd a temperaturas entre 0 y 4 °C, salvo gque se indique lo

contrario.

- Se homogenizaron 200 g de hojas infectadas en 400 ml de bu—-
ffer de extraccidn: citrato de sodio 17 mM, NazHPO,4 157 mM,
f-mercaptoetanol 0,2 %, EDTA 10 mM, urea 1 M, pH 7.

- Se agregd Triton X100 hasta concentracién final de 1 Z y se
agitd durante 30 min a 4 °C

- El homogenato se filtrd a través de cuatro capas de gasa y se
clarificd por centrifugacidon durante 20 min a 4 °C y 6.000
Xg.

- Las particulas virales se sedimentaron del sobrenadante ‘por
ultracentrifugacidn (120 min a 100.000 xg) a través de un
colchdn de sacarosa de 20 7 (p/v) preparado en buffer de ex-
traccion (3 ml de solucidn de sacarosa en un tubo de centri-
fuga de 40 ml).

- El pellet se resuspendid en 50 ml]l de buffer de extraccién vy
se extrajo con 1gual volumen de una mezcla cloroformo:alcohol
isoamilico (25:1).

- Luego de separar las fases por centrifugacidn durante 15 min

a &.000 xg, la fase acuosa se centrifugd a través de un
colchdn de sacarosa de 20 7%, tal como se indicard& méas
arriba.

- Se resuspendid en 4 ml de borato de sodio 100 mM, EDTA 10 mM,
pH 8,2.

- Se centrifugd en un gradiente de sacarosa de 10-40 7%.
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- Se resuspendid en citrato de sodio 1,7 mM, Naz-HPO, 17 mM, pH
7 v se centrifugd en gradiente preformado de CsCl. (30-40%)
- Finalmente se dializd contra Tris—-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.

2.2. Método de Murphy modificado

Se introdujeron distintas modificaciones al método de pu-—
rificacidn descripto por Murphy (Murphy et al. 1990), con el fin
de mejorar el rendimiento en la obtencidn del gRNA viral. E1l pro-
tocolo utilizado fue el siguiente:

- Se partid de 200 g de hojas de Nicotiana occidentalis, infec-
tadas con PVY que se homogenizaron en Omnimixer (Sorvall) en
buffer KHzPGOs 0,5 M, pH 7.5, urea 1 M, acido dietilditiocar-
bamico (DIECA) 0,01 M, acido tioglicdlico 0,5 %.

- Se agregd 1 ml de cloroformo por gramo de tejido y se emul-
siond en Omnimixer.

- Se centrifugd a 4.000 xg por 15 min en rotor BGS3 (Sorvall), vy
la fase acuosa se filtrd por varias capas de gasa, se agrego
PEG 6000 hasta una concentracidon final de 4 % y NaCl hasta
0,25 M.

- Se agitd en agitador magnetico por 2 hs a 4 °C vy se centrifu-
go en rotor GS3 a 4.000 xg por 15 min.

- Se agregaron al pellet 125 ml de, KHzPOs 0,1 M pH 7, urea 1
M, ¥ Triton X-100 hasta una concentracidn final de 1 % (p/p).
Se dejd en suspencidn con la ayuda de un agitador magnético
toda la noche a 4 °C.

- Se clarificd por centrifugacion a 4.000 xg en rotor GSA
(Sorvall).

- El sobrenadante se sembré sobre un colchdon de 2,5 ml de saca-
rosa 20 %, preparado en Tris.HCl 20 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM en
un tubo para rotor SW 28 y se centrifugd en ultracentrifuga a

27.000 rpm durante 2 hs.



3.

3.1.

Materiales y Métodos

Se resuspendid el gejiet en 2,5 ml de Tris.HCl 20 mM, pH 7,5,

EDTA 1 mM, con la ayuda de un homogenizador de vidrio.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Purificacidn del gRNA a partir del viridn de PVY.

Para evitar la accidn de RNAsas, todas las soluciones fue-

ron autoclavadas a 1,2 atm durante 30 min y el material de vidrio

fue horneado durante 2 hs a 200 °C. En todo momento se utilizaron

guantes.

Meéetodo 1:

Se trataron 100 pl de suspensidn viral con complejo de vana-
dil ribonucledsido, concentracidn final 1 mM y 50 unidades de
inhibidor de ribonucleasa de placenta humana (RNAsin, Prome-
ga) durante 20 min a temperatura ambiente.

Se extrajo la mezcla una vez con fenol-cloroformo—-alcohol
isoamilico (25:24:1, v/v/v) a 65 °C y otra vez con un volumen
de 1la misma mezcla a temperatura ambiente.

La fase acuosa se extrajo dos veces con éter saturado en Hz0O
y se precipitd con 2 volumenes de etanol y 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M, pH 5,8.

LLuego de la centrifugacidn, el pellet se lavd con etanol BO0Z,
se resuspendid en agus bidestilada y se fracciond en alicuo-

tas de 10 pl, las que se conservaron a —70 °C.

Método 2:

A 2,5 ml de suspensidn viral en Tris.HC1 20 mM, pH 7.5 se
agregaron Nall hasta 0,25 M final, SDS hasta 1 % fimal y 35O
Hg de proteinasa K. Se incubd a 42 °C por 40 min.
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- Se agregd luego un volumen de fenol equilibrado en Tris.HC1,
pH 8. Se emulsiond a 63 °C durante 5 min y separaron las fa-
ses por centrifugacion a 10.000 rpm.

- Se extrajo la fase acuosa con fenol-cloroformo (1:1 v/v) vy
luego con cloroformo. Se llevd la misma hasta una concentra-
civon 3 M de acetato de sodio, pH 5,8 partiendo de una solu-
cidn madre de 4.5 M y se dejod toda la noche a -70 °C.

- Se centrifugd durante 30 min a 12.000 xg a 4 °C y el pellet
se resuspendid en 800 ul de H=0.

- Se agregd 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5,2, 2
volumenes de etanol 100 % y se dejd precipitar durante toda
la noche a -70 °C. Se centrifugd a 12.000 xg a 4 *C y se re-
suspendid en 100 pl de Ho0 estéril.

3.2. Preparacidn de plasmidos
Se utilizd una modificacidn del metodo de Birnboim y Doly
(1979) .

- Se partido de 5 ml de cultivo crecido en LB/ampicilina, con
agitacidn (200 rpm), durante toda la noche a 37 °C.

- Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a 1.000 xg
y resuspendidas en 100 pl de Tris—-HCl1 25 mM, pH 8,0, EDTA
10 mM y glucosa 50 mM.

- La suspensidn de bacterias se incubd 5 min en hielo y poste-
riormente se agregaron 200 pl de una solucidn SDS 1 Z-NaOH
0,2 N preparada en el momento. Se mezcld por inversidn y se
dejd 10 min en hielo. Se agregaron luego 150 pl de acetato de
potasio 5 N, enfriado previamente, se mezcld por inversidn vy
se dejd en hielo. |

- Luego de 10 min de incubacidn, se centrifugd en microcentri-
fuga durante 5 min. Al sobrenadante obtenido (X400 pl) se lo

extrajo con 1 volumen de fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1).
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- La fase acuosa obtenida fue precipitada con 1/10 de volumen
de acetato de sodio 3 M, pH 5,2, mads el agregado de
2 volumenes de etanocl. Luego de 10 min a -70 °C se centrifugd

en microcentrifuga durante 5 min.

El pellet se resuspendid en 200 ul de H=O. Se agregaron luego
2 pl de RNAsa A (10 mg/ml) libre de DNAsa y se incubd 30 min
a 37°C.

- Se precipitd 15 min a temperatura ambiente con 1/10 de volu-

men de acetato de sodio 3 M, pH 5,2, mas 300 ul de etanol.

- El pldsmido se recuperd por centrifugacidn en microcentrifuga
por S5 min y se resuspendid en 40 pl de HxO.

El rendimiento fue de aproximadamente 1 pg DNA por ml de cul-

tivo.

3.3. Purificacidon del DNA de bacteridfagos )\ recombinantes

(basado en el método de Yamamoto, 1970)

- Se inocularon 10 ml de medio LB/Mg=z*/maltosa contenidos en un
tubo Falcon de 30 ml con 200 pl de un cultivo crecido toda 1la
noche en LB/Mg=*/Maltosa y un taquito de agar conteniendo una
placa de lisis del fago correspondiente.

La infeccidn se realizd a 42 °C, con agitacidn a 200 rpm por
95-6 hs. Se incluyd siempre un tubo conteniendo sdlo células
como control de lisis.

- Luego que la lisis fue evidente, se agregaron 200 ul de clo-
roformec y se incubd durante 5-10 min adicionales a 37 °C para
lisar las bacterias remanentes.

- Se centrifugd 5 min a 3.000 rpm, para eliminar los restos ce-
lulares, y una alicuota del sobrenadante se conservd a 4 °C
como salucidn stock de fagos (titulo aproximado 1019-1Q12
pfu/ml). Con el resto del sobrenadante se procedido a la

purificacion del DNA.
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Se tomaron 8 ml del sobrenadante, se mezclaron con 8 ml de
buffer TM (Tris 50 mM, pH 7,4, SO4Mg 10 mM) y el contenido
total se pasd a un tubo Corex de 30 ml.

Se agregaron 320 pl de solucion de DNAsa I/RNAsa A (1 mg/ml
de cada enzima en puffer TM) y se incubd durante 15-30 min a
temperatura ambiente.

Se concentraron luego los fagos por precipitacidn en polieti-
lenglicol (PEG)-NaCl por agregado de 1,6 ml de NaCl 3 N, vy
1,8 g de PEG-8000 o de PEG 6000 sdlido.

Una vez disuelto el PEG, se incubd durante 13 min en hielo vy
se sedimentaron los fagos por centrifugacidn a 10.000 rpm por
10 min a 4 °C.

Se descartd el sobrenadante, se resuspendid el pellet de fa-
gos en 300 pl de buffer TM y se realizaron 2 extracciones con
cloroformo para extraer el PEG residual.

A la fase acuosa final se agregaron 15 pl de EDTA 0,5 N,
pH B8, 30 pl de NaCl S N y 340 pl de fenol equilibrado con
burfer Tris-ClH, pH=8

Luego de efectuar la extraccidn fendlica, se realizaron 2 ex-
tracciones con cloroformo, se agregaron 8735 pl de etanol a la
fase acuosa y se sedimentd el DNA por centrifugacion por
S5 min en microcentrifuga. El1 pellet se resuspendid en SO0 pul
de Hz0 y se guardo a -20 °C.

El rendimiento fue de aproximadamente 3-5 pg.

_44_
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3.4. Preparacion de ssDNA de fagosmidos Bluescript

A partir de una colonia de E. coli NM322 conteniendo el fa-
gosmido recombinante crecido en medio selectivo, se inocula-
ron 5 ml de medio LB con ampicilina y se incubd a 37 °C con
agitacidn toda la noche.

Se inocularon 10 ml de medio LB con 1 ml del cultivo saturado
y se incubd a 37 °C con agitacidn hasta alcanzar una densidad
optica de DO04oe=0,3

Se agregu fago hHhelper, a una multiplicidad de infeccidn de
20:1 (fago a celulas) y se continud el desarrollo del cultivo
por 6-8 hs a 37 °C.

Se centrifugd dos veces durante 15 min a 10.000 xg.

Se precipitd el fago agregando 1/4 de volumen de una solucidén
3,5 M de acetato de amonio, pH 7,5, 20 7% PEG 8000.

Se mezcld por inversion y se dejd a temperatura ambiente por
20 min.

Se centrifugd durante 10 min a 12.000 xg. Se retird el sgbre-
nadante y se volvid a centrifugar por 1 min para remover 'el
resto de PEG, eliminando el sobrenadante por aspiracion.

Se resuspendid en Hz0 y se extrajo con 1 volumen de fenol:
cloroformo:isocamilico (25:24:1) v posteriormente con
1 volumen de cloroformo:isoamilico (24:1).

Se precipitd con etanol y se resuspendid el pellet en 20 pul
de H=z=0.

Se analizd la eficiencia de la recuperacion por electrofore-

sis en geles de agarosa nativos 0,8 %“.

- 45 -
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4. MARCACION DE SONDAS

q4.1. Marcacion por multipriming

Se utilizd el método desarrollado por Feinberg y Vogelstein
(7,8), el que emplea una mezcla de secuencias hexanucleotidicas
obtenidas al azar como iniciadores de la sintesis, sobre un molde
de DNA linearizado y desnaturalizado. La extensidn de los inicia-
dores se realiza por accion del fragmento Klenow de la DNA poli-
merasa I de E.coli, en presencia de nucledtidos frios y marcados.
De esta forma se obtienen sondas marcadas en ambas hebras del DNA

de muy alta actividad especifica (hasta 10% cpm/ug).

- Se desnaturalizd la muestra de DNA (25-100 ng en un volumen
de 10 pl) por calentamiento a 100°C durante 2 min, y se colo-
cd en hielo por 2 min.

- Se agregaron 4 pl de buffer O0OLB 3x (PIPES 500 mM, pH 6,6;
MgCl= 25 mM; DTT 50 mM; random hexanucledtidos 1,25 mg/ml;
BSA 1 mg/ml), 2 pl de solucidn NUC 10X (dGTP, dATP, dTTP 0,2
mM c/u), 2 pl de ==P dCTP y 2 ul de Klenow (lu/ul).

- Se incubd durante 4 hs a 37 °C, o durante toda la noche a
temperatura ambiente.

- La reaccidn se detuvo agregando 5 pl de EDTA 0,5 M para que-

lar el Mg=* presente e inhibir la actividad enzimatica.

4.2. Marcacion por nick translation

La técnica involucra la utilizacidn de las actividades 5'-3°
polimerasa y 5'-3° exonucleasa de la DNA polimerasa I de E£. colil
y la actividad endonucleasa de la DNAsa I (9). A baja concentra-
cion y en condiciliones controladas de temperatura, la DNAsa I pro-

duce cortes puntuales en las cadenas de DNA dejando extremos
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5'PO,== y 3'0H libres. La DNA polimerasa I desplaza el corte a lo
largo de 1la cadena de DNA (actividad exonucleasa) reemplazando
nucledtidos frios por nucledtidos radioactivos (actividad polime-—
rasa). Se obtienen de esta manera sondas con una alta actividad
especifica (hasta 10® cpm/pg). La técnica también fue utilizada
patra obtener sondas no radioactivas, mediante la utilizacidn de

biotina-14~-dATP, (BRL).

- Se prepard la siguliente mezcla de reaccion, manteniendo los
componentes en hielo: 2,35 pl de dNTP 10X (dTTP, dCTP, dGTP
0,5 mM de c/u), 2,5 pl de burrfer DNA polimerasa I 10x (Tris-—
clH 0,5 M, pH 7,5; MgCl> 0,1 M; DTT 10 mM; BSA 0,5 mg/ml), 3
pl de [aT=PIdATP 3.000 Ci/mmol (30 pCi), 1 pl de DNAsa I (di-
lucidn 1:10.000 de una solucidn stock de 1 mg/ml) y 1 pl de
DNA polimerasa I (5 a 135 u)

- Se agregaron 0,25 pg de DNA en 15 pl de H:0.

- Se incubd a 12 °C durante 30 min y finalmente se detuvo la

reaccidén agregando 1 pul de EDTA 0,3 M.

4.3. Preparacidn de sondas sul fonadas

La sulfonacidon es un método para marcar sondas de DNA en
forma no radioactiva. Posteriormente a la hibridacidn, estas son-
das pueden ser visualizadas por métodos inmunoenzimaticos utili-
zando un anticuerpo monoclonal especifico contra los grupos sul-
fonados. E1 DNA se marca mediante una reaccidn quimica en la cual
los restos de citosinas se sulfonan en presencia de bisulfito de

sodio y metoxlamina (12).

- Se desnaturalizaron 10 pl de DNA (0,5 upg/ml), a 100 °C du-—

rante 5 min y se enfrid luego rapidamente en hielo.
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- Se agregaron 3 pl de solucidn bisulfitao de sodio 2 M, pH &6, v
se agits en Vortex.

- Se agregd 1,25 ul de solucion O-metilhidroxil—-amina 2 M, pH
b, ¥ se mezcld por agitacidn.

- La mezcla se incubd durante +toda 1a noche a temperatura

ambiente.

4.4. Eliminacidn de nucledtidos no incorporados

El meétodo que fue utilizado mas a menudo se basa en la pre-
cipitacion selectiva del DNA con acetato de amonio y etanol. Con
este método se pueden precipitar fragmentos de DNA mayores que 20
bp. Tambien se utilizd cromatografia de exclusidn molecular a

traves de columnas de Sephadex G—-50.

Precipitacion selectiva:

- Se agrego H=0 a la mezcla de reaccidn hasta un volumen final
de 100 ul.

- Se agregaron 2 pug de DNA de esperma de salmédn como carrier,
medio volumen de acetato de amonioc 7,5 M, pH 7, ¥y 2 volumenes
de etanol 100%.

- Se incubd a —-70°C durante 20 min.

- Se dejd a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugd
15 min a 12.000 xg.

- Se elimind el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 100
pl de HzO.

- Se precipitd nuevamente el DNA agregando 50 pl de acetato de
amonio y 300 pl de etanol 1007, como en la precipitacidn an-
terior.

- Finalmente se resuspendid el pellet en 100 pl de HzO.
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METODOS ELECTROFORETICOS

Electroforesis de DNA

1. Agarosa nativa

Se utilizaron geles de agarosa entre 0,5-1,8 “L.

El buffer que se utilizd¢ fue TBE que contenia Tris—borato
89 mM, &cido bdorico B892 mM y EDTA 2 mM. Los geles contenian
0,5 pug/ml de bromuro de etidio. El buffer de corrida no lleva
bromuro de etidio. Las corridas se realizaron en general, a
un campo de 5-10 V/cm y a temperatura ambiente.

La composicion del buffer de siembra utilizado fue glicerol
50 %, TBE 5X y azul de bromofenol 1%, (buffer 5X).

Los geles fueron fotografiados a traves de un transiluminador
de luz ultravioleta de 300 nm, utilizando una camara Polaroid
MP-4 con filtro rojo (RPC4) y pelicula Polaroid 667.

El limite de deteccidn, para una banda independiente, fue de

aproximadamente 10 ng.

2. Agarosa alcalina

Se prepard el gel fundiendo la agarosa en Hz0 en un horno de
microondas y luego de enfriar a aproximadamente 50 °C, se
agregd burffer alcalino de corrida a partir de un stock 10X
(NaOH 300 mM, EDTA 20 mM), para lograr una concentracion fi-
nal 1X

El gel fue corrido en bufrfer alcalino de 1X, a 5 V/cmy a
4°C.

Las muestras fueron resuspendidas en buffer de carga alcalino
(NaOH 30 mM, EDTA 2 mM, Ficoll 400 3% y verde de bromocresol
0,3 mg/ml) y fueron calentadas a 100 °C durante 2 min antes

de sembrarlas en el gel.
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5.1.3. Aislamiento de fragmentos de DNA por electroelucidn

Se utilizd una modificacidn del método de Yang et al

(1979) .

- La banda de DNA a purificar fue resuelta en un gel nativo de
agarosa conteniendo 0,5 pg/ml de bromuro de etidio, utilizan-
do las condiciones previamente descriptas.

- Finalizada la corrida, se extrajo un taco de agarosa conte-—
niendo la banda a purificar y se la depositd sobre un pocillo
(hecho en otro gel sin bromuro de etidio), previamente tapi-
zado con una membrana de didlisis. Las membranas fueron pre-
tratadas a 100 °C durante 5-10 min en una solucidn de HNaCOx
2 %, EDTA 10 mM y luego lavadas con Hz0 deionizada.

- El nivel del buffer de corrida (TBE 1X) se mantuvo en el mi-
nimo necesario para lograr un correcto contacto entre 'los
electrodos.

- La electroelucidn se llevd a cabo a 5 V/cm durante aproxima-
damente 30-90 min, dependiendo del tamaro de 1la banda. EI1
proceso fue controlado por iluminacidn con una lampara UV de
mano.

- Confirmada la transferencia a 1la membrana de diadlisis, se
procedid a la purificacion del DNA. Para ello, sin cortar 1la
corriente, se extrajo la membrana y se 1la lavd 3 veces con
150 pl H=z0, se juntaron los lavados vy se extrajeron con
1l volumen de fenol:cloroformo:iscamilico (25:24:1), se preci-
pitd luego el DNA con 1/10 de volumen de acetato de sodioc
I My 2 volumenes de etanol. Las muestras fueron resuspendi-
das en Hx0 y mantenidas a -20 °C hasta su uso.

- El rendimiento de las electroeluciones fue de aproximadamente

60-80 7%, de la masa aplicada al gel.
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El DNA aislado, fue lo suficientemente puro como para ser
usado en reacciones de restriccidn, de ligacion y de marca-—

cidn de sondas.

Una alternativa a la utilizacion de membranas de dialisis fue
el uso de membranas de DEAE-Celulosa (Schleicher and
Schuell). En este caso se siguid el protocolo provisto por el

fabricante.

4, Geles desnaturalizantes

Se prepararon a partir de una soluciodn stock de acrilami-—-
da 387 y bisacrilamida 2 %“.

Se disolvieron 21 g urea en 50 ml de acrilamida/buffer TBE.
La polimerizacidn se llevd a cabo por agregado de 500 pl de
persul fato de amonio 10 Z y 50 nl de TEMED.

Se usaron geles verticales de 40x35 ecm, y la corrida se rea-—
lizd a 60 W de potencia constante.

Los geles fueron fijados durante 15-20 min en metanol
104 acetico 10 % y luego se secaron bajo linea de vacio a
80°C, durante 1,5-2 hs.

Como buffer de siembra se uséd: formamida 80 %, TBE 1X,
BPB 0.2 7, xilen cianol 0,2 %. LLas muestras fueron calentadas

a 80 °C durante 2 min antes de ser sembradas.
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5.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosa

Se prepararon geles de agarosa-formaldehido, segun el meétodo
descripto por Lehrach et al (1977).

= Se fundid la agarosa en un volumen adecuado de H=0 deioniza-
da, se dejd enfriar a 55-60 °C y se agregd formaldehido hasta
una concentracion de 6% y buffer MAE hasta alcanzar una con-
centracidon final de 1X (MAE 10X: MOPS 0,2 M, acetato de so-
dic 50 mM y EDTA 10 mM, pH 7,0).

= La muestra a sembrar se resuspendid en 50 7Z de formami-
da conteniendo 6 % de formaldehido y buffer MOPS 0,02 M. Se
calentd a &5 °C durante 10-15 min, se enfrid 2 min en hielo,
se agregaron 1,5 pl bromuro de etidio 0,1 % y 2 pl buffer de
siembra (BPB) y se corrid a 200 V, con recircularizacidn del

buftfer.

= Al finalizar la corrida, se lavo el gel durante 30 min en bu-
ffer fosfato 25 mM, pH 6,3, y se transfirid por capilaridad
segun el esquema disernado por Southern.

- Se utilizaron membranas de nylon (GeneScreen) previamente
equilibradas en buffer fosfato 25 mM, pH 6,5. Luego de 12-
16 hs de transferencia, las membranas se calentaron durante
2 hs a BO °C para eliminar el formaldehido.

= Las membranas se guardaron entre dos papeles Whatmann 3MM

hasta su uso en la hibridacidn.

9.3. Electroforesis de proteinas

- Se utilizaron geles planos de poliacrilamida-—-SDS (Laemmli,
1970}, de 10x10 cm y 0,75 mm de espesor.
= El gel separador contenia acrilamida—bisacrilamida (30:1)

12,5 %, buffer Tris-HCl1 0,375 M, pH 8,8 y SDS 0,1 %.
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- El gel concentrador contenia acrilamida-bisacrilamida (30:1)
5%, buffer Tris—-HCl 0,13 M, pH 6,8 y SDS O,1%.

- La caorrida se realizd en buffer Tris 25 mM, glicina 190 mM,
pH 8,8 y SDS 0,1 %.

= El gel fue corrido a una intensidad constante de 20 mA, du-
rante aproximadamente 2 hs.

= Como patrones de peso molecular se utilizd un kit comercial
conteniendo triosa-fosfatoisomerasa (26,6 Kd), lactico deshi-
drogenasa (34,5 Kd), fumarasa (48,5 Kd), piruvato quinasa
(58 Kd), fructosa-6P quinasa (84 Kd), f—galactosidasa
(116 Kd) y a2-macroglobulina (180 Kd).

= Los geles se tiferon con una solucidén conteniendo Coomasie
Brillant Blue R250 0,05 %, metanol 40 7%, TCA 10 %, durante
3 hs a temperatura ambiente y se lavaron luego durante varias
horas en una solucidén de metanol 45 /Z vy 4&cido acetico 10 %

para eliminar la tincidn no especifica.

5.3.1. Electrotransferencia de proteinas a membranas de nitroce-

lulosa.

Luego de efectuar la corrida electroforética, los geles se
sumergieron en el buffer de transferencia (fosfato 25 mM, pH
6,5). Se cortd un trozo de nitrocelulosa del tamaro del gel, y se
hizo un "emparedado" agregando: una esponja tipo "Scotech Brite",
tres trozos del tamafo del gel de papel de filtro Whatmann 3MM,
la nitrocelulosa, el gel, tres trozos de papel 3MM y otra esponja
como la antes mencionada. El "emparedado'" se ensambld en el car-—
tucho de transferencia y éste se colocd dentro de 1a cuba de
electrotransferencia (Bio Rad), la gque se llend luego de buffer.
Las transferencias se efectuaron durante la noche a 100 mA co-

rriente constante, o en 2-3 hs a 400 mA.
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5.3.2. Transferencia por peso

Se hizo un ensamble similar al descripto en el protocolo
anterior, con la diferencia que se utilizaron dos membranas de
nitrocelulosa una de cada lado del gel, lo que permitid obtener
duplicados para su posterior andlisis. El conjunto se colocd den-
tro de un recipiente que contenia buffer (fosfato 25 mM, pH 6,5),
sobre el emparedado se colocd un vidrio y encima de este un pesos
de aproximadamente 2 Kg. La transferencia se realizd a temperatu-

ra ambiente y durante toda la noche.

6. CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS DE cDNA DEL VIRUS PVY

6.1 .CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA DE cDNA EN EL FAGO VECTOR

Agtil

Se construyd siguiendo el procedimiento descripto " por

Huynh et al (1985); la sintesis del cDNA se realizd por el método

ideado por Gubler & Hoffman (1983).

6.1.1. Sintesis de cDNA por el método de Gubler & Hoffman.

Sintesis de la primer cadena

La primer cadena del cDNA se sintetizd por la accidn de 1la
enzima transcriptasa reversa del virus de 1la amieloblastosis
aviaria (AMV), utilizando oligodeoxitimidina como secuencia ini-
ciadora especifica de mensajeros poliadenilados y en presencia de
una baja concentracion de deoxinucleotidos marcados con PT2 para

monitorear la sintesis de cDNA.
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= Se trataron S5 pg de gRNA viral con 1 volumen de hidrdxido de
metil mercurio, y se dejo reposar la solucidn durante 10 min
a temperatura ambiente. A continuacidn se agregd 1 pyl de (-
mercaptoetanol y se enfrid en hielo.

- La solucidn de sintesis de la primer cadena de cDNA contenia,

ademds del RNA desnaturalizado, los siguientes componentes:

RNAsin (Promega) 25 u/pl 4 pl
10X FSB S ul
dNTP 25 mM/de cada deoxinucledtido 8 pul
Oligo dT,2_1,e 1 pg/pl 1,5 ul
5'—[a==]P dCTP 10 pCi/pl 2 pl
Transcriptasa reversa AMV 17 u/pl 3 pl

H=0 csp 50 ul

1xFSB = Tris—-ClH 100 mM, pH 8,3, MgCliz 10 mM, KC1 140 mM
La mezcla de reaccidn se incubd durante 1 hora a 42 °C. El
hibrido RNA-cDNA fue extraido una vez con fenol y tres veces
con eter, y se precipitd en 0,3 M NaCl por el agregado de

2,9 volumen de etanol.

Sintesis de la segunda cadena

El hibrido RNA-DNA obtenido en la etapa anterior se tratd con
RNAsa H en presencia de DNA polimerasa 1 (Kornberg) de £. coli vy
DNA ligasa del fago Ta. El pellet obtenido en la etapa anterior

se resuspendid en 42 pl de H=0 y se le agrego:
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10X SSB 4 pul
dNTP 10 mM/de cada deoxinucledtido 1 ul
S —[a32]P dCTP 10 uCi/pl 1 ul
RNasa H (Boehringer) (10 u/pl) 1 pl
DNA Polimerasa I (Boehringer) (Su/pl) 2 pl
Ta DNA ligasa (lu/pl) 1 pl
1XSSB = Tris-CLH 20 mM, pH 7,5, MgCl> 4 mM, KC1 80 mM, NAD

150 mM, (NH4)=S0s 10 mM, BSA 2,5 ug/ul

La mezcla se incubd 1 hora a 15 °C (actividad de RNasa H) vy
1 hora a 37 °C (actividad de DNA polimerasa I y ligasa). Los nu-
cledtidos no incorporados se separaron por pasaje de la mezcla de
reaccion a traveés de una columna de Sephadex G-50. A las fraccio-
nes que cantenian el cDNA se las extrajo una vez con fenol y tres
con eéeter, y se las precipitd en 0,3 M NaCl por el agregado de
2,9 volumenes de etanol. El cDNA precipitado se resuspendid en

10 pl de HzO.

6.1.2. Metilacidn de los sitios EcoRI del cDNA

La metilacion de los sitios EcoRI se 1llevd a cabo por 1la
accion de la EcoRI metilasa de E.coli utilizando S—adenosil-me-

tionina como sustrato (SAM).

- A los 10 pl provenientes de la sintesis de cDNA se agregaron
40 pul de burffer metilasa 10X (Tris-ClH 1 ™M, pH 8, EDTA 100
mM), 3 pl de BSA libre de RNAsas, 1 pl de SAM y 1 upl de EcoRl
metilasa, siendo el volumen final de la reaccidn de 400 pl.

- Se incubd durante 1 h a 37 °C y se inactivd la enzima calen-

tando durante 20 min a &5 °C.
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6.1.3. Rellenado por fjijll-in de los extremos 3° recesivos

- Al producto de la reaccidn anterior se le agrego 10 pl de
buffer Core 10X, 4 pl de dNTPs 10 mM y &6 pl de HzO, y se in-
cubd 15 min a temperatura ambiente.

= Se hicieron dos extracciones con fenol y tres con éter, se
precipitd en 0,3 M NaCl por agregado de 2,5 volumenes de eta-

nol y se resuspendid en 5 pl de Hz0.

6.1.4. Ligacidn de linkers EcoRI

La mezcla de ligacidn contenia los 5 pl de cDNA obtenido en

el paso anterior mas los siguientes caomponentes:

EcoR1 linkers 1 ug/pl 1 ul
Ligasa Ta 1 ul
Bufrfer ligasa 10X 1,5 ul
ATP 10 mM 1,5 pl
DTT 10 mM 1,5 ul

H=0 csp 15 pl

Se incubd durante 16 hs a 15-16 °C y la ligasa se inactivé calen-

tando por 10 min a 70 °C.
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6.1.5. Digestidn con la enzima EcoRI para generar extremos

cohesivos

- A los 15 pl de la mezcla de ligacidn se agregd 1 pl de buffer
EcaR1I, 1 pl de enzima (100 w/ul) y H=0 hasta un volumen final
de 100 ul.

- Se 1incubd por 4 hs a 37°C y se agrego EDTA para detener la

reaccion.

6.1.6. Separacion del exceso de linkers y fraccionamiento por

tamano de los cDNAs

Se utilizd una columna de Sepharose CL-4B (Pharmacia) equi-
librada en 0,1 M Tris-ClH, pH 7,5, 1 M NaCl, 10 mM EDTA. (burfer
SB)

- Se lavd la columna cuatro veces en el buffer SB

- Se sedimentd la columna y se lavd durante 48 hs con 50 ml de
buffer SB (flujo: 1 ml/h)

- Se agregaron 3 pl de buffer de siembra 6X a la muestra
(19 pl) y se sembrd en la columna. El flujo se ajustd a 0,5-
0,6 ml/h.

- Se colectaron fracciones de 3 gotas (50-60 pl) y se midid 1a
radiocactividad en un contador de centelleo.

- Se corrieron alicuotas de 3 pl de las muestras radioactivas
en un gel de agarosa de 1 %.

- Finalizada la corrida, se puso a exponer con pelicula X-0Omat

(Kodak) a =70 °C con pantalla amplificadora.
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6.1.7. Clonado del cDNA viral en el vector )gtll

Determinacion de la relacidn éptima inserto/brazos del vector

en la mezcla de ligaciodn

Una vez reunidas las fracciones de interés se procedid a 1li-
garlas en distintas proporciones con los brazos de Agtll, para
determinar la relacidn dptima, es decir, aquella con la que se
obtiene mayor rendimiento de fagos recombinantes luego del empa-

quetamiento.

- Se precipitd conjuntamente 1 pl de brazos de xgtll (1 pg/pl)
con 1/6 y 3/6 del volumen total de cDNA colectado, mediante
el agregado de NaCl hasta concentracion final de 0,3 M mas
2,5 wvolumenes de EtOH. La mezla se incubd a —-70°C durante
20 min.

- Como control de la reaccidn, se precipitd 1 pl de los brazos
de Agtll con 1 pl de un inserto control.

- Para efectuar la ligacidn el DNA pellet se resuspendid en la

siguiente mezcla:

buffer ligasa 1 pl
H=0 6 pl
ATP 1 pl 10 mM
DTT 1 pul 10 mM
Ligasa Ta 1 u/pl 1 pl

Se incubd durante toda la noche a 15-16 °C.
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Empaquetamiento in vitro del DNA ligado

Se wutilizaron los extractos Packagene (Promega Biotec) si-

guiendo las instrucciones del fabricante:

- 2 pl de cada mezcla de ligacidn (incluyendo en este paso DNA
de Xgtll como control), se mezclaron con 10 pl de extractos
de empaquetamiento inmediatamente después de descongelarlos y
se incubaron durante 2 hs a 22 °C.

- A continuacidn se agregd a cada tubo 0,3 ml de SM (NaC1l
100 mM; MgS0, 10 mM; Tris—HCl1 50 mM pH, 7,5, gelatina 0,1 %)

y 10 pl de cloroformo.

Obtencidn de bacterias RY1090 competentes

Una colonia crecida en medio LB-ampicilina se inoculd en
100 ml de LB conteniendo 100 upg/ml ampicilina v 0,2 % maltosa, vy
se incubd durante una noche a 37 °C con agitacidn. Las bacterias
se cosecharon por centrifugacidn a 2.000 xg durante 6 min a 4 °C,
y se resuspendieron en 0,4 volumen de una solucidn estéril de
MgS0, 10 mM. Las bacterias competentes se pueden guardar hasta 1S5

dias a 4 °C.

Plagueo de la biblioteca de Agtll en bacterias RY1090

Aproximadamente 2.104 ufp en 100 pl de SM se mezclaron con
100 pl de bacterias competentes (ver paso anterior) y se incuba-
ron durante 20 min a 37 °C. A continuacidn se mezclaron con
3,9 ml de LB-0.7 7 de agat, fundido a 50 °C , se homogeneizaron y

se virtieron en cajas de Petri conteniendo | B-agar—ampicilina

- 60 -
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previamente calentadas a 42 °C. Se dejd secar cerca de un mechero

durante 10 min y se incubd a 42 °C hasta que las playas de lisis

fueron claramente visibles (alrededor de 3 hs).

Titulacion de los fagos recombinantes

Se titularon 1 y 10 pl, de cada mezcla de empaquetamiento,
utilizando bacterias RY1090Q0, en placas de Petri conteniendo 40 ul
de X—-gal 20 7% y 20 pl de IPTG 100 mM. Las placas de incubaron
durante 3 hs a 42 °C y se contaron las placas LacZ- (blancas, re-
combinantes) y las LacZ™ (azules, no recombinantes).

El resto de la mezcla de ligacidn con la que se obtuvo la ma-
vyor eficiencia, se empaquetd vy tituld de manera similar a 1la

descripta.

6.1.8. Amplificacidn de la biblioteca en )gtll

Se siguid el procedimiento descripto por Maniatis et al
(1982). Los productos de los empaquetamientos se plaquearon en
cajas de 15 mm (aproximadamente 2.104 fagos por caja ), utilizan-
do bacterias RY1090.

- Las cajas se incubaron a 42 °C durante 3--4 hs hasta que se
obtuvieron placas de lisis.

- A continuacidn se agregaron 8 ml de buffer SM a cada caja, VY
se incubaron a 4 °C durante la noche.

- Al dia siguiente se colectd el buffer y cada caja se lavdo con
2 ml adicionales de SM que se reunieron con el resto. Se cen-
trifugd a 7.000 xg y se descartd el pellet (restos bacteria-
nos). Se agregaron al sobrenadanete 30 pl/ml de cloroformo vy

la biblioteca asi amplificada se guardd a 4 °C.
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6.2. CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA DE cDNA EN EL PLASMIDO VECTOR

puUC13

El virus fue purificado segun el metodo de Murphy modificado
y el gRNA se obtuvo tratando al virus purificado con proteinasa K
y fenol (Meétodo 2).

Para 1la sintesis del cDNA se utilizd un kit comercial
{Amersham), y como iniciador se utilizd el oligonucledtido, cuya
secuencia es: O GGATCCTGATGTCTAACTTC3I ', que hibrida a los nucleo-
tidos 3641 a 3655 de la secuencia de PVVYn.

Al cDNA se le ligaron adaptadores E£COR], se fracciond por ta-—
marmro en un gel de agarosa al 1% y se electroeluyeron los fragmen-
tos mayores de 1.000 bp. Luego de fosforilar los extremos de 1los
adaptadores con la enzima polinucledtido quinasa del fago T4, se
ligd el cDNA al vector pUC13 gque habia sido previamente digerido
con la enzima EcoR]l y tratado con fosfatasa alcalina. Final-

mente se transformaron ceélulas £. coli NMS322.

7. SUBCLONADO DE FRAGMENTOS DE DNA EN PLASMIDOS

7.1. Preparacidn de vectores e insertos

Se utilizaron los siguientes vectores: pBSSK (Bluescript-
Stratagene), pUC18 y pUC13 (Yanisch Perron et a1, 1985),
pGEM4?Z (Promega-Biotech), pRIT2T (Pharmacia), vy pBI121
(Jefferson et al, 1987).

- Para su wutilizacidn en reacciones de ligacidn, se digirid
1 pg del pladsmido con las enzimas adecuadas en el buffer co-
rrespondiente.

- En el caso de digestiones simples, el vector fue defosforila-
do en su extremo 35° para evitar la reaccion de religado. Para
ello se utilizd fosfatasa alcalina (CIP) a una concentracion

de 10 mU/pmol de extremos 95°.

- 62 -
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En caso de digestiones dobles, la forma lineal del plasmido
fue purificada mediante electroelucidn de geles de agarosa.
Para su utilizacion los vectores se resuspendieron en HL 0 a
una concentracidn aproximada de 50 ng/pl.

Los insertos fueron, en general, purificados en geles de aga-
rosa, en algunos casos fueron liberados del clon original por
digestidn con las enzimas de restriccidn adecuadas Y luego de
inactivar a estas por calor se utilizaron directamente en las

reacciones de ligacidn

7.2. Reacciones de ligacidn de DNA

Para 1las reacciones de ligacidon se utilizaron entre 20 vy
100 ng vector (20 ng para vectores con corte simple y defos-
forilado y 100 ng para vectores con corte doble).

Los volumenes de reaccidon fueron entre 10 y 20 pl, utilizando
0,5 pl (ligacidn de extremos cohesivos), ¢ 1 pl (ligacion de
extremos romos) de DNA ligasa del fago Ta (1 u/pl).

Las temperaturas vy los tiempos de reaccion dependieron del
tipo de extremos utilizados en cada caso:

las ligaciones con extremos romos se realizaron durante 12 hs
a temperatura ambiente.

Las ligaciones con extremos cohesivos se realizaron durante
2-3 hs a 14-16 °C.

Se incluyd siempre un control conteniendo vector sin inserto,
para estimar el aporte del vector no cortado o religado al
numero total de colonias obtenidas luego de la transforma-
cion.

La relacidn vector:inserto wutilizada fue de aproximadamente
1:2 a 1:5, se realizaron varias reacciones, manteniendo cons-—

tante la masa de vector y variando la cantidad de inserto.
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- Por lo general luego de la reaccion de ligacidn se procedid
inmediatamente a la transformacidn. En algunos casos 1las

reacciones se mantuvieron a —-20 °C hasta su utilizacidn.

7.3. Preparacion de bacterias E. coli competentes (Método de

Hanahan 19895}

- Se partid de una colonia aislada en una placa de medio minimo
(o del medio selectivo adecuado para la cepa de £.coll a uti-
lizar), con la que se realizd una estria en una placa de me-
dio SOB (triptona 2 %; extracto de levadura 0,5 %Z; NaCl 10mM;
KCl1 2,5 mM; MgClz 10 mM; MgS04. 10 mM). La misma se incubd du-
rante toda la noche.

- Se tomaron con un ansa varias colonias de aproximadamente 2-3
mm de diametro (una colonia cada 10 ml de medio a wutilizar),
se colocaron en un tubo Eppendorf conteniendo 1 ml de medio
SOB, se dispersaron por agitacién y se utilizaron para inocu-—
lar medioc S0OB contenido en un Erlenmeyer.

- Se incubd a 37 °C con agitacidéon hasta 0Dsan=0,7 y luego se
enfrid el cultivo colocdndolo en hielo durante 135 min.

- Se cosecharon las bacterias por centrifugacidn a 1.500 xg por
15 min a 4 °C, en tubos Falcon.

- Se descartd el sobrenadante y se secaron brevemente los tubos
por inversidn sobre papel absorbente.

- lLas células se resuspendieron en solucidn TFB (KCl1 7,4 g/1;
MnCl.4H=0 8,9 g/1; CaClz.2H-0 1,5 g/1; Co(NH=z)sCl=x O0,B g/1l;
KMES 20 ml/1 de una solucidonm 0,5 M, pH 6,3) utilizando 1/3
del volumen del medio original.

- Se dejo en hielo durante 15 min y se cosecharon las bacterias
por centrifugacidn a 3.000 rpm durante 15 min a 4 °C.

- Se resuspendieron las bacterias en solucidn TFB (1/12,5 del

volumen del medio original).
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Se agregd 7 pl de DMSO-DTT (DTT 0,153 g/ml; DMSO 0,9 ml/ml;
acetato de potasio 10 mM, pH 7,5), por cada 200 pl de suspen-—
si6n de bacterias. Se agitd unos seqgundos y se dejd en hielo
durante 10 min.

Se agregd una segunda alicuota de solucidn DMSO-DTT, se pro-
cedid como en el paso anterior y se incubd en hielo durante
20 min.

Finalmente se fraccionaron las celulas en alicucotas de 200 ul

en tubos Eppendorf.

Transformacion

Se agregd el DNA (en un volumen menor que 10 ul), a un tubo
conteniendo 200 ul de células competentes. Se agitd y se in-
cubd en hielo durante 40 min.

Se colocd el tubo en un barmro a 42 °C durante 90 seg y luego
en hielo durante 2 min.

Se agregaron 800 ul de medio S0OC (S0B mas glucosa hasta 20mM
final) y se incubd a 37 °C por 435 min con agitacidn moderada.
Se centrifugd durante 5 seg en microcentrifuga y se descarta-
ron 800 ul del sobremnadante.

Luego de resuspender las ceélulas en los 200 pl restantes del
sobrenadante, se sembrd sobre una caja de Petri conteniendo
medio selectivo. En aquellos casos en que el plasmido poseia
el sistema de seleccidn por a—complementacidn de fB-galactosi-
dasa, se agregaron 40 pl de IPTG 100 mM, 40 pl de X-Gal 2 7%

en dimetilformamida. Se incubd durante toda la noche a 37 °C.
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7.5. Preparacidn de bacterias competentes, A.tumefaciens

- Se crecieron bacterias LBA4404 en medio LB (200 ml) conte-—
niendo rifampicina y estreptomicina (100 pg/ml de cada uno de
los antibidticos), con agitacidn a 26 “C hasta DOgee=0,5.

- Las bacterias se cosecharon por centrifugacidn a 1.100 xg du-
rante 15 min a 4 “C.

- Se lavaron con 200 ml de Hz0 estéril a 4 “?C y se volvieron a
cosechar como en el paso anterior.

- Finalmente las bacterias se resuspendieron en 1 ml de glice-
rol 10 % esteril y se utilizaron en la transformacidn o se

congelaron en Ni liquido y se conservaron a —70°C.

7.6. Transformacidn

- Se mezclaron 50 pul de bacterias con 1 pg de plasmido y 50 ul
de medio LB, se congelaron en Nz liquido durante S5 min y se
descongelaron en un bano a 37 “C durante 20 min.

- El paso de congelacidn—-descongelacion se repitid dos veces
mads. Se agregaron luego 15 ml de medio LB y se incubd durante
16 hs a 26 <C

- Se cosecharon las bacterias por centrifugacidn, se resuspen—
dieron en 100 pl de medio LB y se sembraron en medio selecti-

vo (LB—-agar conteniendo 100 pg/ml de rifampicina, estreptomi-

cina y kanamicina.)
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8. IDENTIFICACION DE SECUENCIAS POR HIBRIDACIDN

8.1. Identificacidn de colonias recombinantes (Grunstein-Hogness,

197%5)

- En algunos casos de subclonado en plasmidos, se utilizé la
hibridacidn para constatar 1a identidad de las posibles
colonias positivas

- Se cultivaron bacterias en cajas de Petri hasta obtener
colonias de 1-2 mm de diametro. Los cultivos se mantuvieron

durante 30 min a 4 °C antes de procesarlos.

Se utilizaron como socporte de transferencia discos de nitro-

celulosa previamente rotulados.

- Los filtros se apoyaron suavemente sobre las colonias durante
3 min a temperatura ambiente.

- Transcurrido ese tiempo, los filtros se levantaron con cuida-
do y con las colonias hacia arriba se colocaron, sucesivamen-—
te durante 5 min sobre papeles de filtro embebidos en 'SDS
10%, NaOH O,53 N - NaCl 1,5 M, Tris-HCl 0,5 N pH 8 - NaCl 1,5
N.

- Finalmente, los filtros se lavaron en SSC 2X durante 5 min vy
se secaron a temperatura ambiente, quedando listos para pro-
ceder a la hibridaciodn.

- Las placas de Petri conteniendo las colonias originales se

incubaron luego durante 2 hs a 37 °C, para permitir el desa-

rrollo de las mismas, y se guardaron & 4°C.

- &7 -
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Identificacidn de secuencias de DNA (Southern blot)

(Southern, 19795)

Cuando se analizd DNA gendmico se corrieron muestras de
10 pg en geles de agarosa de 0.8 %Z. Los geles se tiAieron
luego durante 20 min con bromuro de etidio y se lavaron con
H-0 durante 5 min. Los geles fueron fotografiados antes de
ser transferidos.

Cuando se analizaron DNAs clonados (10 ng/banda), los geles
fueron corridos en presencia de bromuro de etidio.

Luego de la corrida electroforeéetica, los geles se incubaron
en HCl1 0,25 N durante 15 min a temperatura ambiente, con el
fin de depurinar parcialmente el DNA. En el caso de los DNAs
clonados se omitid este paso.

Luego del tratamiento con &dcido se desnaturalizd el DNA con
NaOH 0,2 N, NaCl 0,6 N durante 30 min .a temperatura ambiente.
Se neutralizd luego en buffer fosfato 25 mM, pH 6,5, con wva-
rios lavados durante aproximadamente 1 h. Durante los ultimos
20 min de la neutralizacion, se pretratd la membrana
(GeneScreen, Dupont) equilibrandola durante este tiempo en
buffer fosfato 25 mM, pH 6,5. Luego se procedid a la
transferencia del DNA por capilaridad durante aproximadamente
12-16 hs.

Los puntos de siembra de la muestra se marcarcon con tinta. Se
lavd 1la membrana en buffer fosfato para eliminar restos de
agarosa ¥y luego se calentd la membrana 2 hs a 80°C.

La membrana se guardd a temperatura ambiente hasta 1a hibri-

dacion.



8.3.

8.4.

Materiales y Métodos

Identificacidn de secuencias de RNA (Northern blot)

Los RNAs fueron separados electroforéticamente en geles con-
teniendo formaldehido, tal como se describid previamente.

Una vez terminada la separacion, se lavd y equilibrd el gel
en bufrfer fosfato 25 mM, pH 6,5, durante 30 min.

El gel fue luego transferido por capilaridad en el mismo bu-
ffer fosfato a una membrana de nylon (GeneScreen, Dupont)
equilibrada en el mismo buffer.

Luego de 1la transferencia por 12-16 hs, la membrana se lavo,
se secd a temperatura ambiente y se horned a 80 °C durante
2 hs.

La membrana se guardd a temperatura ambiente hasta su uso en

la hibridacion.

Condiciones de hibridacidn

Se utilizaron aproximadamente 50-100 pl de solucidn de hibri-
dacidn, por cada cm® de membrana (en general, entre 5-10 ml)}.
La prehibridacidén e hibridacidn se realizaron en bolsas de
polietileno.

La solucidn de prehibridacidn e hibridacidn contenia SSPE 2X,
SDS 1 %, pirofosfato de sodio 0,001 %, 4dcido polianetolensul-
fénico 0,001 mg/ml

En general se prehibridd alrededor de 1 h en bafo de H=0 con
agitacion ¥y a la temperatura adecuada

Luego de la prehibridacidn, se desnaturalizd la sonda por ca-—
lor a 100 °C durante 3 min y se inyectd en la bolsa utilizan-
do una jeringa de tuberculina.

Todas las hibridaciones fueron hechas con 10® cpm/ml de solu-
cidon de hibridacidn, salvo patra hibridacidn en colonias y se-—

gundo screening, en que se usd 3-5x10° cpm/ml.
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Se incubd con agitacidn durante 12-16 hs, a la temperatura
adecuada, luego de 1o cual se lavé una vez con 1X SSC (o
SSPE), 0,1 7 SDS durante 15 minutos a temperatura ambiente,
dos veces con 0,1X SSC (o SSPE), 0,1 % SDS durante 15 minutos
a &5 °C y una vez con 0,1X SSC (o SSPE) 5 minutos a tempera-
tura ambiente.

Las membranas fueron expuestas con pelicula radiografica (X-—
0-Mat, Kodak) y pantalla intensificadora a =70 °C por perio-

dos de tiempo que variaron entre 12 y 48 hs.

TOMA DE MUESTRAS PARA DIAGNOSTICO.

Squash—-blot

El muestreo por squash blot fue introducido originalmente por

Navot et &l (1989) como un procedimiento de toma de muestra sen-

cillo y rapido para el diagndstico con sondas radiocactivas. Este

procedimiento de muestreo puede utilizarse también para el diag-

nodstico con anticuerpos.

Se colocd la membrana (nitrocelulosa o nylon) sobre una su-
perficie dura y se fijd a la misma con cinta adhesiva.

Sobre la membrana se colocd un molde de celuloide con perfo-
raciones de 0,7 cm de didmetro y se fijd sobre la superficie
de trabajo con cinta adhesiva.

Se tomd con una pinza un trozo de hoja de aproximadamente 6-7
mm de diametro.

El trozo de hoja se colocd en el orificio correspondiente del
molde de celuloide. Saobre ella se colocd, una laminilla de
polietileno. E1 tejido vegetal fue presionado fuertemente so-
bre la laminilla con el extremc posterior de la pinza. Se

descartaron los restos de tejido.
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- Una vez aplicadas las muestras, se dejd secar al aire durante
10 min.

- La membrana fue horneada, entre dos papeles de filtro envuel-
tos en papel de aluminio durante 2 horas a 80 °é. Este paso
normalmente no se realizd con aquellas membranas que poste-

riormente se sometieron a analisis inmunoldgico.

?.2. Preparacion de muestras para got-blot

El objetivo del procedimiento fue obtener una preparacidn se-—
mipurificada de Aacidos nucleicos en forma rapida para evitar 1la
posible degradacidon del RNA viral por RNAsas presentes en el ex-

tracto vegetal.

- Se homogeneizaron 0,2 g de tejido en presencia de buffer de
homogeneizacidn (isotiocianato de guanidina 4 M; B-mercapto-
etanol 50 mM; SDS 0,1 %; Tris-ClH 50 mM, pH 7,5; acetato ' de
potasio 0,1 M), en wuna relacidn de 2 ml de buffer por cada
gramo de tejido. El material se introdujo dentro de una bol-
sita de polietileno y se homogneizd con la ayuda de un pildn.

- Se transvasd el liquido a un tubo Eppendorf y se calentd a
65°C durante 10 min.

- Se agreg¢d un volumen de fenol:ClxCH:alcohol isoamilico
(23:24: 1) y se centrifugd en microcentrifuga a 12.000 g du-
rante 5 min.

- Se recupers la fase acuosa, se agregaron 0,7 volumenes de
etanol absoluto y se incubd a -70 °C durante 30 min.

- Los 4&cidaos nucleicos se recuperaron por centrifugacidn a
12.000 g durante 30 min a 4 °C, y se descartd el sobrenadan-
te.
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El pellet se resuspendid en 500 pl de buffer de siembra com-—
puesto por 0,6 volumenes de 20x SSC y 0,4 volumenes de for-
maldehido 37 %, se incubd a 60 °C durante 15 min y se aplicd

luego sobre la membrana.

Procedimiento utilizando columnas de intercambio anidnico

Se homogeneizaron 0,2 g de hojas en un tubo Eppendorf de 1,5
ml conteniendo 0,5 ml de buffer de extraccion (isotiocianato
de guanidina 4 M, NaCl 0,4 M, B-mercaptoetanol 350 mM, MOPS 50
mM, pH 7, dietilpirocarbonato 0,5 %, etanol 135 %4L).

Se centrifugd el homogenato en microcentrifuga por 1-min y el
sobrenadante se pasd a otro tubo Eppendorf.

Se equilibrd una microcolumna (Quiagen-tip S5, Diagen) con 300
pul de buffer NaCl 0,4 M, MOPS 50 mM, pH 7, etanol 15 %.

Los &cidos nucleicos se unieron a la matriz haciendo pasar
repetidas veces 150 pl del homogenato clarificado por la mi-
crocolumna acoplada a una pipeta automatica.

Los contaminantes residuales se eliminaron lavando con 2 ml
de NaCl 0,5 M, MOPS 50 mM, pH 7, etanol 15 7. Se utilizd en
este caso una Jeringa descartable de plastico acoplada a la
microcolumna.

Se eluyd el RNA de la resina con 3 lavados de 200 ul de NaCl
1,05 M, urea 2 M, MOPS 50 mM, pH 7, etanol 15 %, formaldehido
7 7% . Este procedimiento rinde rutinariamente 1-2 ug de RNA

total.
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10. SECUENCIACION DE DNA

Se realizd por el método de terminacion de cadena por dideo-—
xinucledtidos (Sanger, 1977). Para ello se utilizd el kit de se-

cuenciacioén Sequenase, (U.S.B.). Se utilizaron para las reaccio-

nes SpuCi de [a-==s53dATP (1250 Ci/mmol).

10.1. Secuenciacidn de DNA de cadena simple:

- Se disolvieron &00 ng de DNA de cadena simple y 5 ng de ini-
ciador en 10 pl de Hz0. Se calentd a 65 °C por 2 min y se de-
j¢o enfriar lentamente hasta llegar a temperatura ambiente.

- Se procedid luego segun el protocolo del kit de Sequenase

10.2. Secuenciacidn de DNA plasmidico de cadena doble:

- 2 pg de DNA plasmidico purificado por centrifugacidn en un
gradiente de densidad de CsCl se resuspendieron en 8 pyl de
H-0, se agregaron 2 pl de NaOH 2 N y se dejaron 5 min a tem-—
peratura ambiente.

- Se agregd 1 pl de iniciador (5 ng/pl) v 2 pl de acetato de
sodio 1 M, pH 5. Se mezcld, se agregaron 75 pl de etanol y se
colocd a -70 °C durante 20 min.

- Luego de centrifugar se lavd dos veces el pellet con etanol
B0 Z y se resuspendid en 10 pl de buffer Sequenase (U.5.B.)
1X.

- A continuacidn se procedid segun el protocolo del kit de

Sequenase.
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11. TECNICAS INMUNOLOGICAS

11.1. Screening serolédgico de la biblioteca construida en Agtll

11.1.1. Soluciones y buffers

TBSG: Tris—-ClH 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM
TBS-T: TBS, Tween 20 0,05 7%
TBS—-6G-I. (Solucidn de bloqueo e incubacidn con anticuerpos):
TBS, leche descremada en polvo 3 %, glicina 2 %, PMSF 1
mM, azida 0,01 7%.

11.1.2. Anticuerpos Utilizados

Se utilizaron anticuerpos policlonales que reconocen la céap-
side de PVY, cedidos gentilmente por el Dr. P.Bugerli (Station
Fedérale de Recherches Agronomiques de Changins, Switzerland).

Los mismos se utilizaron a una dilucidn de 1/1000.

11.1.3. Transferencia a nitrocelulosa de las proteinas producidas

por. los faqgos recombinantes e induccidn con IPTG

- Ayudadndose con dos pinzas de puntas planas, se colocd sobre
lags playas de lisis, un disco de nitrocelulosa (Schleicher
and Schuell BABS5), embebido en IPTG 10 mM y secadoc sobre pa-
pel de filtro.

- La posicidn del filtro se marcd pinchando el filtro y el agar
con una aguja embebida en tinta china. Las cajas de Petri
con las membranas se incubaron invertidas durante 2 hs a

37°C.
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- Se retiraron los discos de nitrocelulosa cuidando de no des-—
prender el agar y se los lavd durante 10 min con TBS5. En el
caso de requerirse una reéplica adicional, se colocd un nuevo

filtro y se incubd durante otras 3 hs a 37 °C.

11.1.4. Deteccidn inmunoldgica de las proteinas recombinantes

- Para bloquear los sitios de unidn inespecificos y degradar el
DNA que podria reaccionar con las inmunoglobulinas, se incu-
baron los filtros durante 30 min con TBS-G-L, conteniendo 30
unidades de DNAsa por placa.

- A continuacidn, se incubaron los filtros con la dilucién del
anticuerpo en una solucidn conteniendo TBS-G-L, 5% de lisado
de E. coli RY1089 lisogénica para xgtll WT, Tween 20 0,05 %,
PMSF 1mM y azida 0,01 “. La incubacidn se realizd durante
3 hs a temperatura ambiente o durante la noche a 4 °C, con
agitacidn.

- Se lavd cuatro veces durante 10 min con TBS-T.

- Se incubd con suero de cabra anti-Ig de conejo biotinilado
diluido 1/500 en TBS-G-L, Tween 20 0,05 7% .

- Se lavd cuatro veces durante 10 min con TBS-T. Durante estos
lavados se prepard una solucidn de avidina-biotina peroxidasa
(Vectastain, Vector)

- Se homogenizd y se dejd a temperatura ambiente por lo menos
30 min antes de usar.

- Se incubd con la solucidn de avidina-biotina peroxidasa du-
rante 1 h a temperatura ambiente.

- Se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS (sin Tween 20 ni

azida sddica)



Materiales y Meétodos

- Se mezcld en el momento una solucidn conteniendo 60 mg de 4-
cloro 1-naftol en 20 ml de metanol helado con 100 ml de TBS,
imidazol 0,01 M. Se homogenizd y se agregaron a la mezcla
60 pl de H,o. 30%Z (100 vol). Se reveld dejando evolucionar la
reaccivn de color al resguardo de la luz hasta que la rela-
cién sermal-ruido de fondo fue la apropiada. En ese momento se
detuvo la misma lavando con agua y secando sobre papel de

filtro.

11.1.5. Aislamiento de un clon positivo

Para purificar los fagos positivos, se realizaron screenings
sucesivos con menor cantidad de ufp por caja de Petri, hasta que

todos los fagos dieron una seral positiva.

- Siguiendo las marcas del filtro, se ubicaron las zonas co—
rrespondientes a las placas de lisis que presentaban senrnales
positivas y se aspiraron los fragmentos de agar conteniendo
las mismas, con una pipeta

- Los trozos de agar se resuspendieron en 1 ml de SM caontenien-
do 30 pl de cloroformo, y se dejo eluir por lo menos una no-
che antes de efectuar el screening siguiente.

- Se repitid el procedimiento hasta que todos los fagos tresul-

taron positivos.

11.2 Deteccidn por squash—-blot immunoassay (SBIA)

La técnica permite detectar antigenos que han sido transferi-
dos a un soporte sdlido mediante el uso de anticuerpos. Los anti-
cuerpos utilizados fueron cedidos por la Dra. Maria Luisa Mayoral

del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas. Las
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muestras se tomaron de la manera descripta previamente (muestreo

POr sguash-blot). Luego de realizado el muestreo se procedio de

la siguiente manera:

- Las membranas se incubaron en solucidn de bloqueo: Tris-ClH
50 mM, pH 8, NaCl 150 mM (TBS), Tween 20 0,05 %, leche en
polvo descremada 3 %, glicinma 2 7, durante 60 min a tempera-
tura ambiente.

- Las membranas se lavaron con TBS mas Tween 20 0,05 % (TBST),
2 veces durante 2-3 min.

- Se incubd con anticuerpos anti-PVX o anti-PVY a la dilucidn
adecuada (generalmente 1/1000), en soclucidn de bloqueo, du-
rante 60 min a temperatura ambiente con agitacidén.

- Se lavd 3 veces durante 10-15 min cada vez con TBST.

- Se incubd con el suero de cabra anti-Ig de conejo conjugado a
fosfatasa alcalina (dilucidn 1/1.3500) en solucidn de bloqueo.

- Se lavd 3 veces con TBS a temperatura ambiente, durante 10
min cada vez.

- Se lavd una vez con buffer fosfatasa (Tris-ClH 100 mM, pH
?,5; NaCl 100 mM, MgCl= S5 mM), durante 10 min a temperatura
ambiente.

- Se reveld utilizando los siguientes sustratos:
S-bromo-4-cloro—-3—-indolil-fosfato (BCIP) &0 mg/ml en dimetil-
formamida 100 % y Nitro Blue Tetrazolium (NBT) 50 mg/ml en
dimetil formamida 70 7Z. Se mezclaron &6 pl de NBT y 33 pl de
BCIP en 10 ml de buffer fosfatasa. GSe dejd evolucionar 1la
reaccidén de color al resguardo de la luz, hasta gque la rela-
cidn semal-ruido de fondo fue la apropiada. En ese momento se
detuvo la misma lavando los filtros con HzO.

- Finalmente los filtros se lavaron con una dilucidn de hipo-
clorito de sodio al 1,5 %, durante aproximadamente 15 min,
para eliminar la coloracidn de fondo debido a los pigmentos

de la planta.
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11.3. Western—-blot

Luego de realizada la corrida electroforética y la transfe-
rencia, las membranas fueron procesadas como se indicd en el pro-

tocolo anterior (deteccidn por squash-blot immunocassay).

11.4. Dot-ELISA

Se homogeneizaron hojas en buffer TBS, a razdén de 1 mg de
hojas por cada ml de buffer y se aplicaron sobre membranas de ni-
trocelulosa utilizando un equipo de filtracion Minifold
(Schleicher & Schull). Luego, las membranas fueron tratadas de la
misma manera que para la deteccidn por la tecnica de sguash-blot

Immunoassay)

11.5 Enzyme—linked immunocabsorbent assay (ELISA)

- Se agregaron 0,2 ml de una dilucidn del anticuerpo en buffer
NazCO=—-NaHCO0= 10 mM, pH 9,6, en cada pocillo de la placa. Se
cubrid la placa y se incubd 2 hs a 37 °C.

- Se removid la dilucidn del anticuerpo y se lavd 3 veces con
buffer de lavado (PBS 1X, Tween 20 0,05 %, pH 7,4). Se elimi-
No completamente el buffer de lavado.

- Las muestras de tejido vegetal se homogenizaron en bufrfer PBS
1 X, Tween 20 0,05%, albumina sérica bovina 4 %, pH 7,4, a
razéon de 100 mg de tejido por ml de buffer. Se colocaron 0,2
ml de muestra en cada pocillo y se incubd durante toda la no-

che a 4 °C.
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Se removid la solucidn de los pocillos y se lavd 3 veces con

buffer de lavadao. Se elimind completamente el buffer de lava-
do.

Se agregaron a cada pocillo 0,2 ml de dilucidn del anticuerpo
conjugado a fosfatasa alcalina en buffer NazCO=—NaHCO= 10 mM,
polyvinilpirrolidona 20 g/1 PM 40.000, albumina sérica bovina
1 g/1, pH 9,6. Se cubrid la placa y se incubd 4 horas a 37°C.
Luego de remover la dilucidn del anticuerpo conjugado, se la-
vd 3 veces con buffer de lavado y se elimind completamente el
mismo.

A cada pocillo se agregaron 0,2 ml de una solucidn de p-ni-
trofenil fosfato 1 mg/ml en dietanolamine 10 %, pH 2,8 y se
incubd durante 30-60 min a temperatura ambiente.

Se midid la absorbancia a 405 nm.

Protocolo de inmunizacidn y purificacidén de anticuerpos.

Se inyectd un lote de tres conejos, en forma intradérmica,
con 400 pg de proteina de fusion resuspendidas en adyuvante
completo de Freunds, los dias 1 y 14. El1 dia 21 se inyectaron
100 pg de proteina resuspendidas en PBS. El dia 28 se extrajo
sangre de los animales y se precipitaron las inmunoglobulinas
del suero mediante el agregado de sulfato de amonio hasta una
concentracidon final del 33 % y se resuspendid luego en buffer
PBS. Finalmente, las inmunoglobulinas se purificaron por cro-
matografia de afinidad a traves de una columna de proteina-A-

Sepharose (Pharmacia).
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12 TRANSFORMACION DE TUBERCULOS DE PAPA MEDIANTE A. TUMEFACIENS.
(Hoekema et al, 1989)

12.1 Desinfeccidn del material:

Se utilizaron minitubérculos de papa de la variedad Spunta,
obtenidos del Laboratorio de Diagndsticos Vegetales (Mar del Pla-
ta) en estado de dormicidn. Los mismos se lavaron con H-0 de ca-
nilla, se pelaron y colocaron en HzO con detergente comercial al
0,1 % durante aproximadamente 10 min. Luego se sumergieron suce-
sivamente en alcohol 70 % durante 2 min vy en una solucidn de
NaCl0 al 2 7% durante 20 min. A partir de este momento se trabajo
en flujo laminar en condiciones de esterilidad. Los minitubercu-
los se enjuagaron con abundante H-0 estéril y se dejaron sumergi-

dos en la misma durante por lo menos 2 hs.

12.2 Obtencidn de los discos.

Se prepararon cajas de Petri con 20 ml de medio MS30 (Mura-
shige-Skoog, 1242). Se cortaron las papas con bisturi en discos
de 1 cmZ y aproximadamente 1 mm de espesor y se colocaron en las
cajas. La parte externa del minitubérculo se descartd, de manera
tal que el material utilizado provenia de la zona central del mi-

nituberculo, no damnado durante la desinfeccidn.
12.3 Cocultivo.

Se agregaron 20 pl de un cultivo saturado de la cepa LBAR4404
salvaje, ¢ transformada con el pldsmido adecuado (pBI-121 ¢ pBI-
PVY) a cada una de las placas. Se homogeneizd y se incubd durante

2 min. Los discos se transfirieron luego a un papel de filtro es-
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téril y una vez secos se colocaron en cajas de cultivao contenien-—
do MS30 solido suplementado con las hormonas, Adcido indolacético
(IAR) y zeatina ribdsido (ZR) ambas a una concentracidn final de
S uM, las vitaminas myo-inositol (100 mg/1), acido nicotinico
(0.5 mg/1l), clorhidrato de piridoxina (0.3 mg/l), clorhidrato de
tiamina (0.1 mg/1) y glicina (2.0 mg/l).

Los discos de la placa control se transfirieron a las cajas
sin agregado de bacterias, ya que son los destinados a los con-
troles de regeneracion y eficacia del agente selectivo.

Las cajas se incubaron a 22 °C , con un fotoperiodo de 16 hs

de luz, 8 de oscuridad, durante 48 hs.

12.4 Transferencia a medio selectivo:

Los discos cocultivados con LBA4404(pBI—-121), LBA4404(pBI-
PVY) vy la mitad de las de la placa control (eficacia del agente
selectivo) fueron repicados a nuevas cajas conteniendo MS30 sdéli-
do suplementado con hormonas y vitaminas, mas el agregado de ka-
namicina (350 mg/l) y Cefotaxime (200 mg/1).

Los discos cocultivados con LBA4404 se incubaron en cajas
conteniendo MS30 sdlido, hormonas y vitaminas con cefotaxime, sin
kanamicina (control del efecto de la cepa y cefotaxime sobre la
regeneracion).

La otra mitad de los discos control se incubd en cajas conte-
niendo MS30 sodlido suplementado con las hormonas y vitaminas sin
kanamicina ni cefotaxime (control de regeneracidn).

El material se repicd a medio fresco cada tres semanas.
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12.5 Repique de los brotes:

Se obtuvieron brotes al cabo de aproximadamente & semanas,
cuando los mismos alcanzaron una longitud de alrededor de 10 a 20
mm se repicaron a medio MS30 sdlido sin hormonas suplementado,
con kanamicina 50 mg/l y cefotaxime 200 mg/1. Los brotes enraiza-
ron en este medio y, luego de 2 ¢ 3 repiques sucesivos en el mis-—
mo, las microplantas que continuaron enralizando fueron pasadas a

tierra.

12.6 Rusticacidn:

Las microplantas enraizadas Yy con por lo menos 3 entrenudos
se transfirieron a macetas conteniendo una mezcla de tierra vy
turba previamente autoclavada y se cultivaron en invernaculo a
24°C con una humedad de 70 % y un fotoperiodo de 16 hs de luz 8

de oscuridad.

13 DETECCION DE MARCADORES

13.1 Ensayo de actividad B-glucuronidasa

(Jefferson et al 1987)

La B~glucuronidasa es una hidrolasa que cataliza el clivaje
de una gran variedad de (3-glucurdnidos. Existen sustratos artifi-
ciales como el d&cido S-bromo—4-cloro 3-indolil-B-D-glucurdnido
(X-Glu) que, al ser hidrolisados por la enzima, originan un pro-

ducto coloreado.
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- Se tomd un trozo de tejido de la planta a analizar y se lo
colocd en un pocillo de una microplaca de ELISA. Se agregaron
200 pul de una solucidon de X=Glu 0,3 mg/ml en NaLPOsH= 50 mM,
EDTA 10 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, Triton X 100 O,1 %, Sar-
cosil 0,1 %, pH 7.

- Se incubd luego a 37 °C durante 6-12 hs y se observd la pre-
sencia o ausencia de precipitado color azul sobre el tejido.
El tiempo de incubacidn dependid de la permeabilidad del te-
jido al sustrato. Para aumentar el contraste y para preservar

el material se lavd con alcohol 70 %.

13.2 Ensayo de actividad de npt II:
(Mc. Donnell et al., 1987)

La neomicina fosfotransferasa-II es una enzima de origen
bacteriano que cataliza la o-fosforilacidn de antibidticos amino-
glicdsidos (neomicina, kanamicina y G418). La reaccidn catalizada
por esta enzima involucra la transferencia del grupo fosfato del
ATP al antibiotico. La molecula asi fosforilada es incapaz de
unirse al ribosoma e interferir con la sintesis de proteinas.
Utilizando ATP[P*=] es posible detectar la actividad de la enzima

por la incorporacion de radioactividad al antibidtico.

- Se tratd una membrana de fosfocelulosa (P81 Wahtmann) con una
solucidn de ATP 30 mM vy pirofosfato de sodio 50 mM, durante
10 min con agitacidn y luego se la dejd secar a temperatura
ambiente.

- Se homogenizaron aproximadamente 50 mg de hojas en presencia
de 50 pl de buffer de extraccion (glicerol 20 %, Tris—-HC1 125
mM pH 6,8, B—mercaptoetanol 10%Z, SDS 0,2 %), utilizando un
tubo Eppendorf y un vdstago de plastico descartable.
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Se centrifugd durante 10 min a 10.000 xg v 4 °C , se tomaron
15 pul del sobrenadante y se agregaron a 15 pl de una solucidn
conteniendo Tris-HC1 65 mM, MgCl- 40 mM, NH4LCl 0,4 M (titula-
do a pH 7.1 con &cido maleico 1M), ATP 0,05 mM, [®=P] ATP 100
pCi/ml, Neomicina 175 pg/ml y NaF 50 mM.

Se incubd durante 1 h a 37 °C y se centrifugd durante 5 min a
12.000 xg. Se sembraron 20 ul del sobrenadante sobre la
membrana de fosfocelulosa.

Luego de secatr las muestras la membrana se lavd con buffer
fosfato 10 mM, pH 7,4, previamente calentado a 80 °C, durante
10 min con agitacidn suave a temperatura ambiente. Este lava-
do se repitid 4 veces.

Finalmente se realizaron autorradiografias en placas Kodak

X-0OMAT por exposicidn durante 24 hs.
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1 CLONADO MOLECULAR DEL GENOMA DEL PVY

Purificacidon de particulas virales de PVY

El virus fue inoculado en plantas jovenes de Nicotiana
occidentalis. Al cabo de 3 a 5 semanas se cosecharon las hojas
infectadas que se utilizaron como fuente de virus. Estas hojas se
sometieron al proceso de purificacidén descripto por Gugerli
(1978), el cual se detalla en Materiales y Metodos. Este proceso
fue controlado por microscopia electrdénica para verificar el ren-—
dimiento y estimar el grado de purificacidn de las particulas vi-
rales obtenidas. Durante la purificaclidn se produjeron peérdidas
en los pasos de resuspension del virus, probablemente por agrega-
cidn de las particulas. A pesar de éstas pérdidas, la cantidad
obtenida (5 pg de gRNA a partir de 100 g de bojas) fue suficiente
para construir una genoteca de cDNA. En la Figura 1.1. se observa
la microscopia electrénica de las particulas virales obtenidas
luego del ultimo paso de purificacion. Las mismas presentan la
morfologia tipica de los potyvirus (bastones flexuosos) y se en-
cuentran libres de contaminaciones por organelas o fracciones

subcelulares de 1la planta.

Purificacidén del gRNA viral

El virus fue tratado con complejo de vanadilo ribonucledsi-
do vy el gRNA se obtuvo por desnaturalizacidén de las particulas
virales purificadas con fenol caliente y precipitacién con aceta-—
to de sodio y etanol. En la Figura 1.2. se observa una electrofo-
resis en gel desnaturalizante (agarosa-formaldehido), del gRNA
obtenido. Como referencia de peso molecular se utilizéd gRNA de

PVX cuyo genoma consta de 6.432 bases.
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Figura 1.1. Microscopia electrdnica de particulas de PVY obteni-
das luego del ultimo paso del protocolo de purificacidn.
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Figura 1.2. Analisis del gRNA obtenido.

Electroforesis en gel desnaturalizante (agarosa—-formaldehido, 1%)
del RNA purificado a partir de los viriones. Como control se uti-
l1izd RNA de PVX.
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Sintesis de cDNA viral

El cDNA viral se obtuvo de acuerdo con el méetodo de Gubler
y Hoffman (1983) utilizando la transcriptasa reversa del virus de
la amieloblastosis aviaria y oligodeoxitimidina como iniciador de
la sintesis de la primera cadena. Una alicuota de la mezcla de
reaccion fue analizada en un gel alcalino de agarosa. Luego de
realizar la electroforesis y de secar el gel, se obtuvo la auto-
radiocgrafia que se muestra en la Figura 1.3. En el mismo gel se
analizd una alicuota de la reaccidn control, en la que se utilizd
mRNA de globina como molde. El hibrido RNA-DNA obtenido fue dige-
rido parcialmente por accidn de ribonucleasa H y la segunda cade-
na se sintetizd utilizando la DNA polimerasa I. Las discontinui-
dades en la hebra de DNA se ligaron por accidn de la DNA ligasa

del fago T4.

Clonado de los cDNAs en el vector jgtlil

E1l cDNA fue metilado para evitar la accidn de la enzima
EcoR1 sobre los sitios presentes en el cDNA. A continuacidn, se
ligaron a sus extremos linkers EcoRI, se digirid con EcoRI, se
fracciond por tamarfo wutilizando una columna de Sepharose CL4B vy

se reunieron las fracciones gue contenian fragmentos mayores que

900 pb (Figura 1.4. Ay B). Estas fracciones se ligaron a los
brazos del vector iAgtll, previamente digeridos con E£coRlI. Luego
del empaquetamiento in vitro, se obtuvo una biblioteca de 2 .104

fagos de los cuales aproximadamente 1,8 .104 resultaron recombi-
nantes. La biblioteca fue amplificada y el titulo final de la mi-

sma fue de 3.107 u.f.p.
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Figura 1.3. Autorradiograma de la primera cadena de cDNA.

Luego de la reaccion de sintesis de la primera cadena se tomd una
alicuota y se analizd en un gel de agarosa, 1 7% en tuffer alcali-
no. En el mismo gel se analizd una alicuota de la reaccidn
control, en la que se wutilizd mRNA de globina como molde (G).
Marcador de peso molecular: DNA de fago » digerido con la enzima
HindIlII.
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Figura 1.4. Fraccionamiento del cDNA por tamafio.

A: Perfil de eluciédn del fraccionamiemnto de los cDNAs utilizando
una columna de Sephasrcse CL4B.

B: Analisis de algunas de las fracciones obtenidas en un gel de

agarosa 1 7. Como marcador de peso molecular se utilizé DNA del
fago X174 cortado con la enzima Haelll.
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Rastreo inmunoldgico de la biblioteca

Utilizando anticuerpos policlonales anti-PVY se rastred la
biblioteca y se detectaron tres fagos que dieron una clara senal
positiva (g¥8, gY? y gY¥1l0). Los mismos fueron purificados a tra-
vés de tres rastreos inmunoldgicos sucesivos. En la Figura 1.5.A.
se muestra el resultado del primer rastreo inmunoldgico, donde se
detectaron los fagos g¥8 y g¥9, vy en la Figura 1.5.B., el del
tercer rastreo, realizado para purificar el clon g¥8, en el que
todos los fagos dieron una clara senal positiva. El hecho de uti-
lizar anticuerpos para el rastreo de la genoteca permitid obtener
directamente los clones de interés, es decir aquellos que conte-

nian secuencias de la proteina de cubierta.

Caracterizacidén de laos clones conteniendo secuencias de la

proteina de cubierta

Para determinar el tamafro de los insertos contenidos enllos
fagos gY¥8, g¥?, y gYl0, se realizaron minipreparaciones de DNA de
los mismos y se digirieron alicuotas de cada una de ellas con en-
donucleasa EcoRIl. Los productos de las digestiones se analizaron
en geles de agarosa de 0,8 %. Como estdndar de peso molecular se
utilize DNA de fago » digerido con la enzima BstElII. En la Figura
1.6.A. se muestra el resultado de este analisis. Los tamarmos de
los insertos obtenidos fueraon de aproximadamente 1200, 1000 y 700
pb respectivamente. Por ese entonces, el laboratorio tuvo acceso
a un clon de la cepa "n" de PVY, cedido por el laboratorio de
Biologia Molecular del INRA-Versailles (Francia), conteniendoc
parte de las secuencias que codifican la replicasa viral y 1la
proteina de la capside. Utilizando este <clon como sonda
radioactiva se confirmd l1la identidad de 1los <clones aislados
mediante la técnica de Southern. La Figura 1.6.B. muestra el
resultado de la hibridacidén, donde se puede observar gue los tres

clones dieron una clara senal positiva.
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Figura 1.5. Rastreo inmunoldgico de la biblioteca.

A: primer rastreoc inmunoldgico, donde se detectaron los fagos gY8
y g¥Y9, los que se sernalan con flechas.

B: tercer rastreo realizado para purificar el clon gVvY8.
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8 9 10

Figura 1.6. Analisis de los clones obtenidos.

A: Determinacidn del tamarno de los insertos clonados. Se digirid
DNA de 1los clones can la enzima EcoRI vy el producto de 1la
reaccidon se analizd en un gel de agarosa 1 %. M: DNA de fago A
digerido con la enzima HBstEII.

B: Analisis de Southern-blot realizado sobre el gel anterior.
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Determinacitn de la secuencia nucleotidica de los clones

recombinantes

Con el fin de determinar las secuencias nucleotidicas de

los clones, se procedid a subclonar los insertos correspondientes

en el sitio gcoRI del fagdsmido Bluescript (pBSSK+). Se obtuvie-
ron asi los clones pBSY8, pBSY? y pBSY10, los que fueron secuen-—
ciados por la técnica de Sanger sobre DNA de cadena simple. La
secuencia parcial de los clones pBSYB8 y pB5Y10 mostrd que ambos
contenian el tracto de poliadenosinas correspondiente al RNA ge-
nédmico viral. Con este dato, y conociendo el tamafo del clon
pBSY8, se dedujo que el mismo contendria el gen completo de 1la
proteina de cubierta y el extremo 3° no codificante del genoma.
Con el objeto de secuenciar completamente el clon pBSY8, se pro-
cedi® a realizar deleciones unidireccionales parcialmente super-—
puestas, utilizando una combinacidon de exonucleasa III y nucleasa
81. Para ello, el plasmido, purificado a traves de un gradiente
de CsCl., se digirid con las enzimas Kpnl y HindIII, las que re-
conocen sitios en el "polylinker" del vector pBSSK+. La primera
genera un extremo 3’ protruyente sobre el que la exonucleasa II1
no puede actuar, mientras que el corte con la segunda genera un
extremo 5’ protruyente gue es susceptible a la accidn de exonu-
cleasa III. Con el fin de lograr deleciones de distinto grado, el
tratamiento con la exonucleasa se efectud por distintos periodos
de tiempo (3, 6 ¥y ? min). La reaccion se detuvo tomando alicuotas
de la mezcla de reaccion a los tiempos indicados y desnaturali-
zando la enzima por calor. Las regiones de simple cadena remanen-—
tes que resultaron del tratamiento anterior se degradaron por
accidn de la nucleasa S1. En la Figura 1.7. se muestran las dele-
ciones obtenidas, analizadas en un gel de agarosa de l%. Las tres
mezclas de reaccion fueron tratadas con el fragmento Klenow de la
DNA polimerasa I, con el fin de rellenar los extremos y permitir
la recircularizacion de los DNA plasmidicos por la DNA ligasa del

fago T4. Este DNA se utilizd para transformar células NMS22.
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Figura 1.7. Analisis de las deleciones obtenidas.
Deleciones obtenidas & partir del clon pBS5YB analizadas en un gel
de agarosa 1%. M: DNA de fago X digerido con la enzima BstEll. O,

3, 6 y 9 indican los minutos de 1incubacidn con la exonucleasa
III.
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Luego de andlizar los subclones por mapeo de restriccion, se eli-
gieron los de tamano mads adecuado para la preparacion de DNA de
simple cadena vy se determind su secuencia nucleotidica por la
técnica de Sanger. Los datos obtenidos se confirmaron por secuen-
ciacion parcial del clon pBSY10, de la cadena complementaria en
la regidn 5° de pBSYB y por secuenciacidn total de pBSY? utili-
zando una estrategia de obtencidn de subclones similar a la des-
cripta anteriormente. En la Figura 1.8. se muestra un esquema de
la estrategia de secuenciacidn y de los clones y subclones utili-
zados.

La secuencia obtenida se muestra en la Figura 1.9. La misma
comprende 1182 nucledtidos rio arriba del extremo poliadenilado
del genoma de PVY y contiene parte de la replicasa viral, la pro-
teina de cubierta completa, la regidn 3' no codificante y una se-
cuencia de poliadenosinas de 13 bases. La comparacidn de las se-
cuencias nucledtidicas de PVYe con las correspondientes a PVY"™
reveld una homologia del 92 74 y, al comparar las secuencias ami-
noacidicas deducidas de las correspondientes secuencias nucleoti-
dicas, se encontrd una homologia de 94 7%, lo que esta dentro ,del
nivel de homologia hallado por Shukla (Shukla y Ward, 1988) entre
distintas cepas de un mismo potyvirus. En la Figura 1.10. se
muestra una comparacldon con las secuencias aminoacidicas corres-—
pondientes a PVY", PeSMV, TEV y TVMV. Se pueden observar varias
secuencias fuertemente conservadas, en particular el motivoe DAG,
entre los aminoacidos 6-8, el gque esta presente en los potyvirus
transmisibles por afidos (PVY y TVMV) y ausente en los no trans-—
misibles (PeMV y TEV). También se destacan los motivos WCIENGTSP,
entre los aminodcidos 120-128, y RAREAXXAMKA, entre 214-224, los
que se encuentran en la regidn "core" de todos los potyvirus se-—
cuenciados hasta aqui. Las variaciones entre las secuencias se
concentran en la regidn amino terminal de las proteinas de cu-

bierta, la que, segun Shukla, estaria orientada hacia el exte-

rior.



Resultados y Discusién

REP CAPSIDE 3'NC

pBSYS8

pB8Y9

~ pB8Y10

pBSYBE34
pBSYBES3S6
pBSYSBES6

pBSYSE33
pBSYOES1

[eencerancoiaruoieiniastioiaroeioaey] szYgE67

e ——— pBSYSES2

100 bp

Figura 1.8. Estrategia de secuenciacion.

Representacidn esquemdtica de 1la regison 3° de PVY. Las flechas
sobre los clones indican el sentido y el alcance de la secuencia
determinada sobre cada uno de ellos. Las series pBSYBE y pBSY9E
representan los subclones obtenidos mediante delecidn.
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GTCGCATTAGATGATGAGTTTGAGTTCGACTCTTATGAGGTGCACCATCAAGCAAATGAT 60
v A L D D E F E 4F D S Y E V Q@ H E [A N D
ACAATTGATGCAGGAGGAAACAACAAGAAAGATGCAARACCAGAGCAAAGCAGCATACAG 120
TIGNNKKDAKPEOSSIQ
TCAAACCTGAGTAAGGGAAAAGATAAAGATGTGARTGTTGGCACATCTGGGACACATACT 180

S N L S K 6 K D K D V NV G T S 6 T H T

GTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAARATGAGAATGCCCAGAAGCAAGGGAGTAGCC 240
vV P R I K A I T $S$ K M R M P R S5 K G V A

GCGCTCAACTTAGAACACTTGCTCGAGTATGCTCCACAACAAATTGACATCTCAAATALT 300
A L N L E H L L E Y A P Q@ @ I DI S N T

CGGGCAACTCAATCACAGTTTGATACG%GGTATGAGGCGGTGCGGATGGCATACGACATA 360
R A T @ 8 @ F D T W Y E A V R M A Y D I

GGACAAACTGAGATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATEGA 420
G @ T E M P T V M NG L M V W C I E NG

ACCTCGCCARATATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGGAATGAARCAARGTTGAATAC 480
T S P N I N G V W V M M D G N E Q@ V E Y

CCGTTGAAACCAATTGTTGAGAATGCAAAACCAACCCTTAGGCAARATCATGGCACATTTC 540
P L K P I VvV E N A X P T L R G I M A H F

TCAGATGTTGCAGAAGCGTACATAGAAATGLCGCAACAAGAAGGAACCATATATGCCACGA 600
S DV A E A Y I EMRNIK K E P Y M P R

TATGGTTTAATTCGAARTCTGCGGGATATAAGTCTAGCGCGCTATGCCTTTGACTTTTAT 660
Y 6 L I R N L R D I 8 L A R Y A F D F Y

GAAGTCACATCACGAACACCGGTGAGGGLCTAGGGAARGCGCACATCCAAATGAAGGLLGLA 720
E vV T 8§ R T P V R A R E A H I @ M K A A

GCATTGAAATCAGCTCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGATGGTGGCATCAGTACACAAGAG 780
A L K S A @ P RL F G L D G G I 8 T @ E

GAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGCATACTCTGCTTGGA 840
E N T E R H T T E DV S8 P 8 MH T L L G

GGCAAAAACATGTGATGTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACGTATGCAGTAA 900
G K N M

GTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAARTAATCAGTTTGAATATTACTAA 960
TAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTCGTCATTGTGGTGACTCTATCTGTTAATTCCGCATTA 1020
TTAAGTTTTAGGTAARARATGGCGGGTTGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATG 1080
CTGCGATTTCGTCGTAGCAGTGACTATGTCTGGATCTATCTGCTTGGGTGATGTTGTGATT 1140
TCGTCATAACAGTGACTGTATAACTTTCTAATCAGGAGATAC 1182

Figura 1.9. Secuencia nucledtidica de la region 3° de PVYo.

La traduccidn en aminocdcidos se muestra debajo de la secuencia
nucleotidica. La secuencia aminoadcidica que reconoce la proteasa
NIa, ha sido subrayada y el sitio de clivaje se muestra con una
barra. E1 motivo DAG, necesario para la transmisidn por 4afidos,

se ha resaltado y el coddn de terminacidn de la poliproteina se
muestra subrayado.
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PVYe ANDTIDAGGNNKKDAKPEQSSIASNLSKG--KDKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPR
PVY~ ANDTIDAGGSNKKDAKPEGGSIGPNPNKG——KDKDVNAGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPT
PeSMV ADTTVDAEKEKEKASSGKLKKVEGSSSDVKATDKDVNAGTIGTHTIPRIKAITGKMRLPK
TVMV SDTVDAGKDKARDGKLADKPTLAIDRT—---KDKDVNTGTSGTFSIPRLKKAAMNMKLPK
TEV GGTVDASAD-VGKKKDAKDDKVAERAS-——~KDRDVNAGTSGTFSVPRINAMATKLAYPR
PVY© SKGVAALNLEHLLEYAPQAIDISNTRATAGSAFDTWYEAVRMAYDIGATEMPTVMNGLMVW
PVYm SKGATVLNLEHLLEYAPQQAIDISNTRATASAFDTWYEAVRMAYDIGETEMPTVMNGLMVW
PeSMV SKGKTALNLDHLLEYEPQQIDISNTRATQSAFDTWFKAVATAYDI TEDEMPTVMNGLMVW
TVMV VGGSSVVNLDHLL TYKPAREFVVYNTRATHSQF KAWHTNVMAELELNEEQMKIVLNGFMIW
TEV MKGEVVVNLNHLLGYKPQUIDLSNARATHEQF ARWHEAVMTAYGVYNEEQMKILLNGFMVW
PVYe= CIENGTSPNINGVWVMMDGNEQVEYPLKPIVENAKPTLRAIMAHFSDVAEAY IEMRNKKE
PVYn CIENGTSPNVNGVWVMMDGNEQVEYPLKPIVENAKPTLRAIMAHFSDVAEAY IEMRNKKE
PeSMV CIENGTSPNINGVWVMMDGEEGIEYPLKPIVENAKPTFRAGIMAHFSDVAEAY IEMRNKKE
TVMV CIENGTSPNISGVWTMMDGDEGVEYPIEPMVKHANPSLRQIMKHFSNLAEAY IRMRNSEQ
TEV CIENGTSPNLNGTWVMMDGEEQVSYPLKPMIENAGPTLRAIMTHFSDLAEAY IEMRNRER
PVYe PYMPRYGLIRNLRDISLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHI GMKAAALKSAQPRLFGLDGG
PVYm PYMPRYGLIRNLRDNGLARYAFDFYEVTSRTPVRQREAHIDMKQAALKSAOPRLFGLDGG'
PeSMV PYMPRYGLIRNLRDVSLARYAFDFYEITSRTPSRAREAHIAMKAAALKSVRTRMFGLDGG .,
TVMV VYIPRYGLQRGLYDRNLAPFAFDFFEVNGATPVRAREAHAGMKAGRTPQFAAAMFCLDGS
TEV PYMPRYGLAGRNITDMSLSRYAFDFYELTSKTPVRAREAHMAMKAAAVRNSGTRLFGLDGN
PVY=e ISTREENTERHTTEDVSPSMHTLLGGKNM 269

PVYm ISTAEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM

FeSMV ISTREENTERHTTEDYSPHMHTLLGVRNT

TVMY VSGAEENTERHTVDDVNAGMHHLLGVKGY

TEV VGTAEEDTERHTARDVNRNMHTLLGVRG

Figura 1.10. Comparacidn de las secuencilas aminoacidicas corres-
pondientes a las capsides de PVYo, PVYn, PeSMV, TEV y TVMV.

Los aminoAdcidos conservados en los cinco virus han sido subraya-
dos. Las secuencias contenidas entre las flechas corresponden a
la reqgidén central de las proteinas que resulta de la accion de
tripsina en condiciones controladas.
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Z DESARROLLO DE UN METODO DE DIAGNOSTICO POR HIBRIDACION
MOLECULAR PARA EL VIRUS PVY

La hibridacidn molecular es un area del diagndstico relati-
vamente reciente. La misma ha permitido el disero de procedimien-—
tos para la deteccidn de virus vegetales, en los que la especifi-
cidad estd dada por la complementaridad entre las secuencias del
genoma del patdgeno y de la sonda utilizada. Una limitacidn en la
extensidn de ésta técnica a la practica de rutina es el uso de
radiocactividad. Con el propdsito de remontar esta dificultad se
desarrollaron dos estrategias de diadgnostico, en las que se uti-
lizaron sondas marcadas en forma no radioactiva:

En la primera, basada en la hibridacion molecular clasica
(hibridacidén directa), se utilizd el clon pBSY8 marcado con ana-
logos de bases bioctinilados o por incorporacidén de grupos sulfo-
nicos al DNA por modificacidn quimica.

En la otra (hibridacidn indirecta) el DNA de simple cadena
obtenido de pBSY8 no marcado, se utilizd en una primera etapa de
hibridacidén, y el DNA de doble cadena del pldsmido Bluescript
(pBSSK-), marcado con biotina mediante 1la técnica de nick-
translation, fue utilizado en una segunda etapa de hibridacidn.

Estos resul tados fueron parte de un trabajo realizado en
colaboracidn con el Instituto de Biologia Molecular del INTA-Cas-
telar, mediante el cual se desarrolld un sistema de diagndstico
para la deteccidn simultdnea de cuatro patdgenos comunes en plan-—
tas de papa (Hopp et al., 1988 y 1991)

Como estandares positivos se utilizaron particulas virales
purificadas o extractos de plantas infectadas con PVY. Como con-
troles negativos se utilizaron extractos obtenidos a partir de
plantas sanas e infectadas con virus pertenecientes a otros gru-

N A

pos.



Resultados y Discusion

Preparacidn de las muestras

Con el fin de desarrcllar un protocolo sencillo que permi-
tiese procesar rapldamente un gran numero de muestras y mantener
la integridad del RNA durante el ensayo de deteccidn, se probaron
diferentes métodos, la mayoria basados en la extraccidédn con sol-
ventes organicos y en una precipitacion posterior de los acidos
nucleicos.

Finalmente, se adoptd el siguiente esquema: una pequena
cantidad de tejido vegetal (0,2 g) se homogeneizd en tubos Eppen-—
dorf en presencia de un puffer que contenia una alta concentra-
cidn de isotiocianato de guanidina, el que actud como agente des-—
naturalizante e inhibidor de las ribonucleasas presentes en la
muestra. E1l RNA total se purificd mediante dos métodos alternati-
vos: a) cromatografia de intercambio anidnico utilizando micro-
columnas comerciales de intercambio (Quiagen) o, b) extraccidn
fendlica y precipitacidn de los dcidos nucleicos presentes en el

extracto.

Especificidad de la sonda molecular.

Para estudiar la especificidad de la sonda, se realizaron
experimentos utilizando extractos de plantas sanas e 1infectadas
con diferentes virus (PVX, PVY, PLRV). Los resultados, que se
muestran en la Figura 2.1. A y B, permiten concluir que, indepen-—
dientemente de la teécnica utilizada (directa o indirecta), la
sonda es capaz de detectar especaficamente al virus en plantas
infectadas con PVY, y no reaccliona con extractos controles obte-
nidos a partir de hojas sanas o infectadas con virus pertenecien-—
tes a otros grupos. La sonda es especifica para este virus, pero
no es especifica de cepa, Ya que tanto PVYe como PVY" son recono-

cidos por la misma (Figura 2.1.B). Este resultado era esperable
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PVXcp
PVXp,

3 " ‘l’ ". PVX;
4. ‘ PVYo @

PVY, @
. PLRV
PSTV
SBANA
6

Figura 2.1. Especificidad de la sonda.

A: Hibridacidn directa.

Diluciones seriadas (1/35) de extractos de plantas sanas e infec-
tadas con PVX, PVY y PLRV se aplicaron sobre una membrana de ni-
trocelulosa. La presencia del PVY se detectd utilizando la sonda
marcada con biotina.

1) Extracto de tubérculo de papa sano. 2) Extracto de hojas de
tabaco infectadas con PVX. 3) Extracto de hojas de tabaco infec-
tada con PVY. 4) Extracto de tubeérculo de papa infectado con PVX
y PVY 5) Extracto de hojas infectadas con PLRV. é) Extracto de
hojas de tabaco sanas.

B: Hibridacidn indirecta.

Extractos de RNA de plantas sanas e infectadas con PVX ("cp",
"normal" y "fuerte"), PVY ("m" vy "0"), PLRV y PSTV se aplicaron
sobre una membrana de nylon. En el primer paso de hibridacidn se
utilizd DNA de simple cadena de pBSY8 no marcado, y en el segundo
DNA de doble cadena del plasmido Bluescript (pBSSK-), marcado con
biotina mediante la técnica de nick-treanslation.
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debido a la alta homologia (927%), existente entre las secuencias

nucledtidicas de ambas cepas

Sensibilidad de la deteccidn: hibridaciédn directa

La sensibilidad de la deteccidn mediante hibridacidn direc-—
ta se analizd utilizando diluciones seriadas de RNA de PVY y 1la
sonda pBSY8 marcada con bioctina o mediante incorporacidn de gru-

pos sulfonicos. Las muestras fueron aplicadas en dot-blots por

medio de un equipo de filtracidn multiple. En la Figura 2.2. se
puede observar que ambas sondas tienen una sensibilidad similar,
pudiendo detectarse hasta aproximadamente 300 pg de RNA lo que

corresponde a 5 ng de virus.

Sensibilidad de la deteccidn: hibridacidn indirecta

La sensibilidad de la hibridacidn indirecta se ensayd so-—
bre diluciones seriadas de RNA de PVY que se aplicaron a la mem-—
brana de nitrocelulosa empleando un equipo de filtracidn del tipo
slot-blot. En el primer paso de hibridacidn se utilizd una mezcla
de sondas no marcadas capaces de detectar los virus PVX, PVY,
PSTV vy PLRV (DNA de cadena simple) y en el segundo paso de hibri-
dacidn DNA de cadena daoble del plasmido pBSSK(-) marcado con bio-
tina-14-dATP. En la Figura 2.3. se observa que la tecnica indi-
recta permite detectar alrededor de 3 pg de RNA, lo que corres-—
ponderia a 0.03 ng de proteina de cubierta. Esta sensibilidad es
dos dérdenes de magnitud mayor que la aobtenida con la hibridacidn

directa y con la técnica cldsica de ELISA (5 ng).
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Figura 2.2. Sensibilidad de la sonda

A: hibridacidn directa.

Diluciones seriadas de RNA de PVY se aplicaron a una membrana de
nitrocelulosa. En la hibridacidn se utilizd la sonda pBSY8B marca-
da con biotina o mediante incorporacidn de grupos sulfoénicos. B:
sonda biotinilada. S: sonda sul fonada. Los numeros indican canti-
dad de RNA en pg.

B: hibridacidn indirecta.

La sensibilidad de la hibridacidn indirecta se ensayd sobre dilu-
ciones seriadas de RNA de PVY, aplicadas a una membrana de nitro-
celulosa. En 1la hibridacidn se utilizd una mezcla de sondas no
marcadas capaces de detectar los virus PVX, PVY, PSTV y PLRY (DNA
de cadena simple) y en el segqundo DNA de doble cadena del pldsmi-
do Bluescript (pBSSK-), marcado con biotina mediante la técnica
de pick-translation.
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Deteccion de PVY en muestras de papa provenientes del campo

El ensayo se realizd sobre muestras de tuberculos de papa
obtenidos del Mercado Central de la ciudad de Buenos Aires. Se
tomaron muestras de los cultivares mds utilizados en el pais (Ba-
llenera, Spunta, Huinkul MAG, Serrana INTA y Kennebec). Luego de
inducir la brotacidn, se detectd la presencia de PVY mediante hi-
bridacidn indirecta, como se indicd antes. Las mismas muestras
fueron analizadas mediante la técnica de ELISA. En la Figura 2.3.
se muestra el andlisis de 60 muestras individuales mediante un
ensayo de hibridacidn en dot—-blot. La comparacion de estos resul-
tados con los obtenidos utilizando la técnica de ELISA mostrd un

93 7% de concordancia.

Discusidn

Para su utilizacidn en diagndstico de rutina es importante
que una sonda especifica para un determinado virus sea capazl de
detectar distintas cepas del mismo. La utilizacidn de un clon de
capside del virus PVY como sonda permitid detectar indistintamen-
te las cepas "n" vy "o", no observandose hibridacidn cruzada con
otros virus comunes en cultivos de papa de nuestro pais. Es nece-
sario también contar con un métaodo de preparacidén de las mues-—
tras, que sea rdadpido y preserve la integridad de la misma hasta
su posterior analisis. La disponibilidad de resinas de intercam-—
bio anidnico adecuadas permitid purificar dcidos nucleicos en
presencia de agentes caotrdpicos protegiéndolos de la accidon de
las nucleasas presentes en la muestra. Ello permitid el desarro-—
llo de un protocolo de preparaciéon de muestras que, si bien in-
troduce algunos pasos adicionales respecto de la aplicacidon di-
recta de homogenato sobre la membrana (Hopp et al., 1988), elimi-
na los componentes del huesped que reducen la sensibilidad y el
efecto de background debido a los pigmentos de la planta.
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Figura 2.3. Deteccidn de PVY en muestras de papa provenientes del
campo.

Extractos obtenidos de brotes de tubérculos, de las variedades
Spunta, Huinkul MAG, Ballenera, Serrana INTA y Kennebec, fueron
aplicados a una membrana de nylon. La presencia de PVY se detectd
utilizando la técnica indirecta como en la Fig. 2.1.B.
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El uso de fagdsmidos permite obtener grandes cantidades de
DNA recombinante de cadena simple de manera sencilla y econdmica.
La hibridacidén en sandwich, que utiliza una sonda patdgeno—-espe-
cifica no marcada y, en un paso posterior, una sonda universal
marcada, si bien es relativamente mds compleja que la hibridacion
directa, ofrece ventajas operativas y una mayor sensibilidad. La
hibridacidn con la sonda patdgeno-especifica puede realizarse en
un tiempo mds corto ya que es posible aumentar la concentracidn
de la misma. La sonda marcada utilizada en el sequndo paso de hi-
bridacion puede ser marcada en gran escala mediante técnicas no
radioactivas, y remitirse en esta forma a laboratorios de baja
complejidad.

El método descripto fue probado con muestras provenientes
del campo y los resultados, al ser comparados con la técnica de
ELISA, mostraron una concordancia del 23 %. En un trabajo en el
que se utilizaron sondas diferentes para los virus PVX, PVY, PLRV
y para el viroide PSTV, se demostrd que la utilizacidn conjunta
de las mismas no modifica la especificidad ni la sensibilidadl de
la deteccidn de las sondas individuales. Esto permitiria desarro-
llar métodos de diagndstico basados en la utilizacidn de polison-
das, lo que seria de gran utilidad en la seleccidn de material

libre de virus (Hopp et «l. 1991).
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3 OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-PVY UTILIZANDO COMO ANTIGENO
UNA PROTEINA RECOMBINANTE PRODUCIDA EN E.COLI

Construccion del plasmido pRIT2T-Y

Un fragmento de cDNA del clorn pBSY8, que contiene las se-—
cuencias que codifican 17 aminoacidos de la replicasa, la totali-
dad de la proteina de cdpside vy la regidén 3° no codificante del
virus, se obtuvo por digestidon con las enzimas de restriccidn
EcoRl y Sau3A y se ligd al vector de expresion pRIT2T, previamen-—
te digerido con las enzimas £EcoRl y BamHl. De esta manera, se
construyd un gen quimeérico que comprende, en direccidon 5'—- 3, al
gen de la proteina A de 5. aureus, parte de la replicasa viral,
la secuencia completa de la capside y la region 3° no codifican-
te. La construccidn se encuentra bajo el control del promotor
lambda Pr, lo que permite su expresisdn inducida por temperatura.
La Figura 3.1. muestra un esquema de la construccidn del plasmido

quimeérico, pRIT2T-Y.

Produccidn y caracterizacidn de la proteina de fusidn.

Un cultivo de £&. coli N48B30-1, conteniendo el plasmido
pRIT2T-Y se dejo desarrollar a 30°C hasta fase estacionaria tem-
prana (DDgwo= 0,6) en medio LB suplementado con ampicilimna. La
expresion de la proteina de fusidn se indujo por choque térmico a
42°C y se mantuvo el crecimiento bacterianc a esta temperatura
durante 20 min. Luego de cosechar las bacterias por centrifuga-
cidn a 4°C, las mismas se lisaron en un buffer conteniendo liso-
zima y por tratamiento con ultrasonido. Finalmente el homogenato
se clarificd por centrifugacidon. Cuando el extracto de proteinas

totales se analizd en un gel de poliacrilamida-SDS, se pudo ob-
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EcoRl EcoRl

SaudA BamHl

pRIT2T-Y

535Kb

Figura 3.1. Esquema de la construccidn del plasmido pRIT2T-Y.
Pr: promotor del brazo derecho del fago \. CP: proteina de cu-
bierta. Prot A: proteina A de S.aureus. ter: terminador.
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servar una nueva banda de 60 KD con respecto de los extractos

control (Figura 3.2.A). Los extractos anteriores se analizaron

mediante la tecnica de yestern-blot, utilizando un anticuerpo de
cabra anticonejo conjugado a fosfatasa alcalina. Se observd una
fuerte sermal correspondiente a la banda de 40 KD, la que posee el
tamarno esperado para la proteina de fusidn en todos los clones
analizados. En el control se observd una senal que corresponde a

la banda de 30 KD de la proteina A de 5. aureus. (Figura 3.2.B).

Purificacidn de la proteina de fusidn.

La proteina de . fusidn se purificd a partir del homogenatc
obtenido en el punto anterior por cromatografia de afinidad me-
diante una columna de IgG Sepharose. Los distintos pasos de 1la
purificaciodon se siguieraon mediante geles de poliacrilamida-SDS.
La proteina obtenida se liofilizd y finalmente se resuspendio en
FBS para se utilizada luego en la i1inmunizacidén de conejos. El
andlisis mediante la técnica de Western blot, que se muestra en
la Figura 3.3., puso en evidencia la presencia, en la fraccidén
que contiene la proteina de fusidn, de una cantidad minoritaria

de productos de degradacidn.

Produccion y andalisis de los anticuerpos obtenidos contra

la proteina de fusidn.

Se obtuvieron anticuerpos de conejo contra la proteina re-
combinante, siguiendo el protocolo que se detalla en Materiales y
Metodos. Para determinar su especificidad, los mismos se ensaya-—
ron mediante la teécnica de dot-ELISA sobre extractos de plantas
sanas e 1nfectadas con los virus PVX, PVY y PSMV. Como control se

utilizaron anticuerpos obtenidos usando como antigeno virus puri-
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Figura 3.2. Caracterizacion de la proteina de fusidn.

A: Extracto de proteinas totales amalizadas en un gel de poli-
acrilamida-SDS. A la altura de la banda de piruvato quinasa (57
KD), utilizada como marcador, se puede observar una banda presen-—
te en los extractos de bacterias transformadas con pRIT2T-Y (1,
2, 3y 4) v ausente en extractos de bacterias transformadas con
pPRIT2T (P) utilizados como control. PK: piruvato guinasa

B: Andlisis de un gel idéntico al anterior mediante la técnica de
Western—-blot. En todos los clones se observd una fuerte sefral co-
rrespondiente a la banda de 60 KD, la que posee el tamaro espera-—
do para la proteina de fusidn. En el control se observa una seral
que corresponde a la banda de 30 KD de proteina A de §. aureus.
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Figura 3.3. Purificacion de la proteina de fusion.

Fracciones de los diferentes pasos de la purificacidn fueron ana-
lizadas mediante la técnica de Western-blot.

Carriles 1, 2, y 3: extractos de E£.coli (pRIT2T-Y). Carriles 4, vy
5: extractos de E.coli (pRIT2T). Carriles 1 y 4 percolado de 1la
columna; carril 2: lavado de 1la columna con acetato de amonio 5
mM pH 4,8; carriles 3 y 5: elucidn de las proteinas unidas espe-
cificamente utilizando 4cido acético 0,5 M pH 3,4. M y PK: marca--
dores de peso molecular.
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ficado. Como se puede aobservar en la Figura 3.4., los anticuerpos
Nno reaccionan con extractos de plantas sanas ni infectadas con
PVX, pero si lo hacen con los extractos de hojas infectadas con
PVY vy, en menor medida, con PeSMV. Este resultado era de esperar
vya que la homologia entre las proteinas de cubierta de ambos vi-
rus es de un 80,9 %Z y, cuando la comparacidén se realiza en la re-
gidn central de las proteinas (aminoacidos 30-250), la homologia
resulta ser del 88,4 % (Rabinowicz et al., en prensa). Por otra
parte se sabe que los miembros de la familia potyvirus comparten

epitopes comunes.

Discusidn

La obtencidn de antigenos virales para la produccion de an-
ticuerpos de utilidad en diagndstico, presupone contar con prepa-
raciones purificadas del patdgeno en cuestidn. Estos procesos
obligan a propagar el virus, en forma permanente en plantas has-
pedantes en las que el virus alcanza altas concentraciones. Los
factores ambientales como intensidad de la luz, temperatura, hu-—
medad, disponibilidad de nutrientes y edad de la planta, tienen
una repercucion significativa en el rendimiento, siendo entonces
necesario utilizar invernaculos, de alto costo de mantenimiento.
Finalmente, los procesos de purificacidn deben permitir la
obtencidn de preparaciones virales libres de proteinas
contaminantes de 1la planta huésped. Para ello se wutilizan
esquemas de purificacidn como los descriptos en esta tesis, los
que generalmente involucran la wutilizacidn de equipos de alto
costo.

La expresidn de genes clonados en £E£.coli se ha visto faci-
litada recientemente por la disponibilidad de una gran variedad
de vectores de expresidn que permiten la producciédon controlada de
proteinas extranas, en forma eficiente y econdmica. La produccidn
de proteinas de capsides virales recombinantes permitiria reem-
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Figura 3.4. Caracterizacion de los anticuerpos obtenidos mediante
la técnica de dot-ELISA.

Se homogeizaron hojas de tabaco sanas e infectadas con los virus
PVX, PVY y PeSMV, en buffer TBS, a razén de 1 mg de hojas por ml
de buffer, y se aplicaron sobre una membrana de nitrocelulosa.

A: dot-ELISA revelado utilizando distintas diluciones del anti-
cuerpo obtenido contra la proteina de fusidn. B: dot-ELISA reve-
lado utilizando distintas diluciones de un anticuerpo obtenido
contra viriones purificados utilizados como control.

S: extracto de hojas sanas. X, Y y P: corresponden a extractos de
hojas infectadas con los virus PVX, PVY y PeSMV, respectivamente.
Se indican las diluciones de anticuerpos utilizadas.
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plazar los procesos mencionados anteriormente para la obtencidn
de antigenos virales.

El sistema elegido (pRITT2T) tiene algunas caracteristicas
ventajosas para su utilizacidn con los fines mencionados arriba.
La proteipa A tiene una estructura de a—-hélice sin residuos de
cisteinas internas, por lo que adopta wuna conformacidn que
interfiere minimamente con la secuencia aminoacidica exdgena. Por
otra parte, a diferencia de las fusiones a [—galactosidasa, los
productos obtemnidos son generalmente solubles, lo gue facilita
los procesos posteriores de purificacidn. Ademds, al ser 1la
proteina A significativamente menor que B-galactosidasa, se ve
favorecida en la fusidén 1la relacidn de masa respecto de 1la
proteina exogena. Finalmente, el procesoc de purificacidon de 1la
proteina recombinante se simplifica debido a la alta afinidad de
la proteina A por la regidn constante de las inmunocglobulinas.

Utilizando este sistema de expresion hemos producido y pu-—
rificado, una proteina de fusidn que, al ser utilizada como anti-—-
geno, nos permitid obtener anticuerpos que resultaron especificos
para PVY y se comportaron de manera similar a los anticuefpos
utilizados como control.

El sistema utilizado podria ser generalizado a otros virus,
en particular, a aquellos que son dificiles de purificar. Tambien
seria posible expresar determinadas regiones de una proteina, lo
que permitiria contar con anticuerpos mas especificos. En el caso

de los potyvirus esta regidn seria sin duda la amino terminal.
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4 DESARROLLO DE LA TECNICA DE SGUASH-BLOT IMMUNUASSAY
(SBIA)

Especificidad del metodo

Hojas enteras de plantas sanas e infectadas con los virus
PVX y PVY se transfirieron por presidn a membranas de nylon o ni-
trocelulosa, tal como se indica en Materiales y Métodos (muestreo
por sguash-blot). La presencia de los virus en las muestras se
detectd utilizando anticuerpos virus—especificos, obtenidos en
conejos, y anticuerpos hechos en cabra contra inmunoglobulinas de
conejo, conjugados a fosfatasa alcalina. Como sustratos cromoge-—
nicos se utilizaron NBT y BCIP. Finalmente, las membranas fueron
tratadas con una solucidn de hipoclorito de sodio al 1,3 % para
eliminar la coloracién debida a los pigmentos de la planta. Como
se muestra en la Figura 4.1, los anticuerpos reaccionaron especi-—
ficamente con los respectivos virus y no con las plantas sanas
utilizadas como control. Si bien todas las membranas probédas
(Nytran y BABS de Schleicher & Schuell, y Nitroplus 2.000 de M.S.
I.), dieron resultados satisfactorios, se obtuvieron serales me-
jor contrastadas wutilizando Nitroplus 2000 (Micron Separations

Inc.).

Sensibilidad del SBIA

Para estimar la sensibilidad del método se prepararon
mezclas de hojas sanas con hojas infectadas con los virus PVX vy
PVY. Para ello, se mezclaron trozos de hojas sanas e infectadas
en distintas proporciones ¥y 20 mg de las diferentes mezclas se
transfirieron a una membrana de nylon con la ayuda de un molde

realizadc en material pldstico que poseia orificios de 0.7 cm de
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Planta
PVY sana

PVX

squashes

a-PvX

a-Pvy

Figura 4.1. Especificidad del SBIA en la deteccidn de los virus
PVX y PVY en hojas infectadas.

Linea superior: sqgusshA-Elot de hojas sanas e infectadas con los
virus PVX y PVY. Las muestras no fueron tratadas con hipoclorito.
Linea media: SBIA de hojas sanas e infectadas utilizando anti-
cuerpos anti-PVX. Linea inferior: SBIA de hojas sanas e infecta-
das utilizando anticuerpos anti-PVY. Las membranas fueron proce-
sadas como se indica en Materiales y Métodos.
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diametro. Como control se depositaron sobre la misma membrana di-
luciones de los virus purificados conteniendo cantidades conoci-
das de los mismos. Los resultados obtenidos se muestran en la Fi-
gura 4.2. Para estimar la cantidad de virus detectable por masa
de tejido infectado, se 1iguald el limite de deteccidn para cada
virus control (aproximadamente O,1 ng) con el limite de deteccidn
en las mezclas de tejidos sano e infectado. Se obtuvo sefales po-
sitivas hasta diluciones que contenian 4 mg de tejido infectado.
A partir de este dato se concluyd que es posible detectar 0,5 ng
de virus por cada 20 mg de tejido infectado. La sensibilidad del
ensayo de ELISA comunmente utilizado en nuestro laboratorio es de

S5 ng de virus purificado.

Deteccidn de PVY y PVX en muestras provenientes del campo

Se analizd la presencia de PVY y PVX en 640 muestras de
papas provenientes de distintos productores de papa semilla de la
provincia de Buenos Aires, las que incluyeron muestras de ,los
cultivares mas utilizados en el pais (Russet Burbank, Huinkul
MAG, Kennebec y Spunta). Las mismas fueron sembradas en una par-
cela dentro de un campo, situado en La Plata, destinado a la pro-
duccidn de papa para consumo. A los dos meses, se tomaron mues-—
tras de hojas por duplicado y se analizd 1la presencia de PVX vy
PVY en las mismas, mediante SBIA y ELISA. Un resultado represen-—
tativo obtenido con una muestra de 100 plantas diferentes, utili-
zando el SBIA se puede observar en la Figura 4.3.

La Tabla 4.1. resume los resultados obtenidos con cada una
de las técnicas utilizadas, expresados como porcentaje de plantas

infectadas con PVX y PVY.
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Figura 4.2. Estimacidon de la sensibilidad del SBIA en la detec-
ciéon de PVX y PVY en hojas infectadas.

Trozos de hojas infectadas con PVX (primera linea) o PVY (segunda
linea) se mezclaron con trozos de haojas sanas y se transfirieron
a la membrana por la técnica de sguash. Las proporciones de teji-
do infectado en la mezcla se 1indican en la parte superior de la
figura. Cantidades conocidas de virus PVYX y PVY (tercera y cuarta
linea), gue se indican en la parte inferior de la figura, se uti-
lizaron como estandares. El limite de deteccidn para cada estan-—
dar resultd ser de 0,1 ng. Los controles negativos no mostraron
coloracion alguna.
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Figura 4.3. Deteccidn de PVX y PVY, utilizando el SBIA, en haojas
de plantas de papa, de un muestreo proveniente de campo.

Muestras individuales de hojas de 100 plantas diferentes de 1la
variedad Spunta se tomaron por duplicado sobre membranas de ni-
trocelulosa (Nitroplus 2000) con la ayuda de un molde de plasti-
co, Y se procesaron como se indica en Metodos. A: Deteccidn uti-
lizando anticuerpos anti-PVX B: Deteccidn utilizando anticuerpos
anti-PVY.
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Tabla 4.1I. Resultados obtenidos al comparar las técnicas de SBIA
y ELISA, sobre las 640 muestras analizadas.

PVX (%) PVY (%)
Cultivar # de plantas ELISA SBIA ELISA SBIA
Ruseset Burbamnhk 15D D77 oD L, L=
Huimbkwl MAG 1&0 17 .‘Lb [ i
HKemmnebec L& - LD L,25 Qe
Spunta 160 L] < 1 .87 1.7

Con el objeto de comparar los resultados obtenidos con esta
técnica con los de otros meéetodos ampliamente utilizados, se ana-
lizaron 181 muestras individuales de hojas de la variedad Spunta
en ensayos triplicados mediante las teécnicas de ELISA, SBIA vy
SBMH (squah-blot molecular hibridization). En la Figura 4.4. se
muestran los resultados obtenidos por la técnica de SBMH al ana-
lizar las 100 plantas utilizadas en el ensayo de SBIA de la Figu-
ra 4.3. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4.I1., e
indican un porcentaje de concordancia entre los tres métodos del
95 % para PVX y del 27 7 para PVYY. En un ensayo similar, realiza-
do sobre dos lotes de tuberculos del cultivar Russet Burbank (95
muestras analizadas para PVYX y BO para PVY), utilizando las teéc-—
nicas de SBIA y ELISA los porcentajes de concordancia fueron de
93,8 7% para PVYX y 100 7% para PVY. Los resultados correspondientes

se presentan en la Tabla 4.II1.
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Figura 4.4. Deteccién de PVX y PVY mediante la técnica de squash-
blot molecular hybridization (SBMH).

Se detectd la presencia de los virus PVX y PVY en muestras de las
plantas analizadas en la Fig. 4.3., utilizando sondas de cDNA
marcadas con radioactividad. A: Deteccidn utilizando un clon de
PVX como sonda. B: Deteccidn utilizando un clon de PVY como son-

da.
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Tabla 4.11. Resultados obtenidos al comparar las técnicas de
SBIA, ELISA y SBMH al analizar muestras de hojas.

Numero de muestras

SBIA - SDPIA - SPIA - SBIA +~ S8SPIA - 8BPBIA - SPIA -~ SEBIA -
ELISA + ELISA — ELISA + ELISA — ELISA + ELISA — ELISA — ELISA -+
saBMH +~ SQBMH O — SQBPMH — SQBMNMH — SaBMH — SQbBMH O+ SAQBMH O+~ SAQPMH +
PVY 26 150 S 0 0 ) 0 0
PVX 102 69 1 0] Q9 0] @) o
Se analizd la presencia de PVX y PVY, en muestras de hojas de una
misma planta de la variedad Spunta, que fueron procesadas por las
tres técnicas. Los resultados se agruparon en 8 categorias.
+ = positivo, — = negativo.
Tabla 4.11II. Resultados obtenidos al comparar las técnicas de
SBIA y ELISA al analizar muestras de tubérculos.
Numero de muestras
SBPIA -+ aSBpIA i SBIA - SBIA -+
ELISA -+ ELISA — ELISA =+ ELISAS —
Y X re -1 i o (]
P\NY i 4 o [oe]
Se analizd la presencia de PVX y PVY, en brotes de tubérculos de

papa de la variedad Spunta, los que fueron procesados por ambas

técnicas. Los resultados se agruparon en 4 categorias.
+ = positivo, - = negsativo.
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Se realizaron experimentos control para analizar la posibi-
lidad de reutilizar los anticuerpos virus—-especificos y el conju-
gado a fosfatasa alcalina y para constatar el efecto del horneadc
de las muestras sobre el nivel de deteccidn. Los resultados ex-—
puestos en la Figura 4.5. muestran que la reactividad de los an-
ticuerpos no disminuye luego de ser reutilizados hasta cinco ve-
ces consecutivas y que el tratamiento de la membrana con calor no

afecta al resultado final del ensayo.

Deteccidn de PVY y PVX en distintos tejidos de papa y en

tubérculos en distintos estadios de brotacidn

Se analizaron improntas de hojas, tallos, raices, tubércu-
los y brotes de plantas de papa infectadas para determinar la
presencia de PVX y PVY en los diferentes tejidos. Ambos virus se
detectaron en todos los tejidos analizados. En particular, se en-
contraron altos niveles de ambos virus en las raices. En 1la
Figura 4.6.A se muestran 1los resultados obtenidos utilizando un
anticuerpo contra el virus PVX. Un resultado similar se obtuvo
utilizando un anticuerpq contra el virus PVY. Si bien se puede
observar la presencia del virus en los distintos tejidos, la
difusidén de la muestra no permitid obtener una informacidn muy
precisa. Se obtuvieron imagenes mas nitidas cuando la
transferencia se realizd con la ayuda de un equipo de filtracion
multiple conectado a una trompa de agua para ejercer una ligera
succidon. A la 1zquierda de la Figura 4.6.B. se observa que, en
tubérculos recién cosechados, el virus se encuentra preferente-
mente localizado en el estoldn. Improntas obtemnidas en distintos
estadios posteriores a la truptura de dormicidn de los tubérculos
mostraron que el virus se encuentra inicialmente distribuido en
la corteza para concentrarse mds tarde en las zonas que rodean al

brote y en el brote mismo (Figuras 4.6.BI1 y III).
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PVY
PVY

Control

Figura 4.5. Efecto de 1la reutilizacidn de los anticuerpos y del
horneado de las muestras, sobre el nivel de deteccidn.

Se tomaron muestras por sextuplicado de hojas de papa infectadas
con PVY y de una hoja sana. Luego de la deteccidn del virus en la
primera réplica, las diluciones de anticuerpos anti-PVY y el con-
jugado se recuperaron y se guardaron a 4 °C. Las mismas dilucio-—
nes se utilizaron para repetir el ensayo por cinco veces consecu-
tivas. Lineas 1-5: numero de ensayo. Linea B: muestras horneadas
durante 2 hs a BO °C y analizadas en forma conjunta con las de la
primera linea.
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Figura 4.6. Andlisis de distintos tejidos de una planta infectada
con PVX.

A: Distintos tejidos de una planta de papa (Spunta) fueron trans-
feridos a una membrana de nitrocelulosa (Nitroplus 2000). La pre-
sencia de PVX se detectd como se indica en Métodos.

B: Tubérculos de papa de la variedad Spunta, se cortaron en mita-
des y una de ellas se apoyd sobre una membrana de nitrocelulosa
colocada en la base de un equipo de filtracidon. La transferencia
se realizd entonces utilizando una leve succién.

Izquierda: tubérculo analizado wuna semana despues de cosechado.
I-III: tubérculos almacenados en oscuridad y analizados diez se-
manas después de cosechados. I: tubérculo sano, II: tubérculo in-
fectado (sin brotes), IIIl:tubérculo infectado (con brotes).
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Discusidn

La tecnica de SBIA es un procedimiento rapido, especifico vy
sensible que permite procesar un gran numero de muestras y que
podria ser wutilizada ventajosamente en la certificacioén de
semilla de papa. Cuando ambas técnicas fueron comparadas frente a
diluciones seriadas de virus purificado, la sensibilidad del
metodo fue un orden mayor que la de ELISA. Debido a las
diferencias en la cantidad de virus que queda retenido en el
tejido vegetal, lo cual depende de los distintos métodos de toma
de las muestras, es dificil realizar una comparacion estricta
entre las dos tecnicas a nivel de cantidad de virus detectable
por peso de tejido. No obstante, cuando se compard el SBIA con
ELISA y SBMH en pruebas realizadas sobre un gran numero de
plantas provenientes del campo, los tres métodos dieron
resul tados comparables, tanto en hojas como en tubeérulos.

Existen varias ventajas practicas del método con respecto
al ELISA: SBIA puede implementarse a gran escala sin la necesidad
de equipos costosos, facilitando la introduccidn de la certifica—
cidn en laboratorios de baja complejidad, los que podrian estar
localizados cerca de las 4&reas de cultivo. Ya que la toma de
muestra requiere sdlo un minimo de entrenamiento, podria ser rea-
lizada directamente por los agricultores que deseen controlar 1la
calidad de su produccidn. Posteriormente, las membranas conte-
niendo las muestras podrian ser enviadas al laboratorio para su
andlisis. Dado que los virus de papa son inactivados por el tra-
tamiento de las muestras a BO °C durante 2 hs, esto podria utili-
zarse para evitar el riesgo de diseminacidn de patdgenos en el
envio de las muestras. 0Otras ventajas se refieren a los costos vy
eficiencia del trabajo. La incubacidén de las membranas en bolsas
cerradas de polietileno, permite reducir el volumen de la solu-
cidn de anticuerpos a la mitad de lo utilizado en el ELISA. Ade-
mas, los anticuerpos pueden ser recuperados con facilidad y reu-
tilizados, lo que es dificil de implementar cuando se trabaja con
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microplacas. En términos de tiempo de trabajo, un operador mini-
mamente entrenado, seria capaz de completar en un dia el analisis
de alrededor de 400 muestras. Este numero podria incrementarse si
las muestras son tomadas a lo largo de varios dias y son luego
procesadas simultdneamente.

Finalmente, la presencia de los virus PVX y PVY fue detec-
tada en improntas de distintos tejidos de papas infectadas. Esto
sugiere la posibilidad de utilizar este método para monitorear el

curso de las infecciones a lo largo del tiempo.
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S) EXPRESION DE UN GEN QUIMERICO DE CAPSIDE DEL VIRUS PVY EN
PLANTAS TRANSGENICAS DE PAPA

CONSTRUCCION DE UN GEN QUIMERICO DE LA CAPSIDE VIRAL

Dado que el PVY se traduce como una poliproteina, para po-
der expresar en plantas su proteina de cubierta, debid adicionar-—
se a la secuencia correspondiente un coddn de iniciacidn con un
consenso adecuado para su reconocimiento por el sistema de tra-
ducciodn vegetal. Como regién 5° de esta construciodn se utilizd un
clon obtenido de una nueva bibliocteca de cDNA conteniendo 80 ba-
ses de la secuencia 95° no traducida y la secuencia que codifica
los primeros aminodcidos de la poliproteina viral (pUCS " PVY).
Utilizando este clon se construyd un gen quimérico que contiene,
72 nucledtidos de la regidn 5° no codificante, las secuencias que
codifican los primeros 5 aminoacidos de la poliproteina del vi-
rus, los udltimos 17 aminoacidos de la replicasa viral, la cép;ide
completa vy que contiene ademds la regidn 3’ no codificante. Esta
gquimera contiene el sitio de reconocimieto de la proteasa Nla,
por accidn de la que se abtiene la capside madura a partir de la

poliproteina. El1 plasmido correspondiente se denomind pBSAUGCAP.
Construccidn de una nueva biblioteca de cDNA del virus PVY
Dado que no fue posible aislar de la biblioteca construida

en el fago Agtll clones conteniendo secuencias de la regidn S5’

del gRNA viral que eran necesarias para construir el plasmido

gquimera, se decidid realizar una nueva biblioteca.
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Purificacidon del RNA viral y sintesis de cDNA

Para la purificacion del RNA viral se modificd el protocolo
de purificacidn de virus descripto por Murphy (1990). Al introdu-
cir las modificaciones se tuvo en cuenta gque el objetivo era la
obtencidén de RNA viral y no de viriones, por lo cual se elimina-
ron del protocolo original las centrifugaciones a través de gra-
dientes de sacarosa y CsS04. Estos pasos, necesarios para elimi-
nar las proteinas contaminantes del huesped, fueron reemplazados
por wuna centrifugacidn a traveés de un colchdn de sacarosa, la
gue, si bien no impedia el paso de proteimas contaminantes. evi-
taba la contaminacidn con RNA de 1la planta. Posteriormente, la
cubierta viral vy las proteinas contaminantes se digirieron por
tratamiento con proteinasa K y el RNA viral se purificd mediante
extracciones con fenol vy precipitacidn etandlica. Utilizando la
técnica modificada fue posible obtener gRNA en una cantidad muy
superior a la obtenida utilizando el método anterior. Asi, a par-—
tir de 100g de hojas infectadas se obtuvieron rutinariamente /50
Hg de RNA viral, mientras que con el protocolo anterior se obte-
nian Sug.

Para la sintesis del c¢cDNA se utilizd como iniciador de 1la
primer cadena, el oligonucleotido 5 -GGATCCTGATGTCTAACTTC-3', que
hibrida al gRNA de PVY., entre los nucledtidos 3641 y 3655. A este
cDNA se ligaron adaptadores EcoRI, procediendose luego a separar
el exceso de los mismos y a fraccionar 1los cDNAs por tamarno en
una columna de Sepharose CL4B. Las fracciones que contenian cDNAs
mayores de 500 bp, se reunieron y se ligaron al vector pUC1l3,
previamente digerido con la enzima EcoR]l y defosforilado por
accion de fosfatasa alcalina. La mezcla de ligacidn se utilizo

luego para transformar ceélulas NM522 competentes.
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Construccion del plasmido pBS5 AUGCAP

Utilizando el oligonucledtido 5’ -GCCATTGAGGATCTGAAR-3', que
hibrida sobre el coddn de iniciacidn, se rastred la biblioteca vy
se selecciond un clon que contenia 80 bases de la regidn 5° no
codificante mas la secuencia que codifica los primeros aminodci-
dos de la poliproteina viral. Este clon se denomind pUCS NCPVY.
Un fragmento de restriccidn que comprendia 87 bp de este clon,
obtenido por digestion con las enzimas Xbal y Hincll, se introdu-
Jo en el clon pBSY8B, el cual habia sido previamente digerido con
las enzimas Xbal y Smal.

De esta manera se obtuvo el clon quimérico pBSAUGCAP, que
contiene 72 nucledtidos de la regidn S no codificante, mds las
secuencias que codifican los primeros 5 aminodcidos de la protei-
na Pl, los ultimos 17 aminodcidos de la replicasa, la capside vi-
ral completa y la regidn 3° no codificante. Este clon conserva el
sitio de clivaje para la proteasa NIa, responsable del procesa-
miento de la poliproteina en su extremo carboxilo. La Figura
5.1. muestra un esquema de la estrategia seguida para lla
obtencidn del clon pBSAUGCAPR.

La construccion se verificéd secuenciando la region de unidn
entre los clones para comprobar la continuidad del marco de lec-

tura. La secuencia se muestra en la Fiqura 5.2.

Introduccidén del gen quimérico en un vector de expresidn

vegetal
Para poder expresar la cadpside quimeérica en plantas
transgénicas fue necesario, ademds de introducir el coddn de

iniciacidn, colocar a la misma bajo la direccidn de un promotor
fuerte. Para ello se utilizd el promotor de 35S de CaMV contenido

en el plasmido de tipo binario pBIl121. Dicho plasmido se sometid
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SNCAUG

pUCS'AUG
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Hincli Smal
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423 Kb
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Esquema de la construccidn de pBSS AUGCAP.
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Figura 5.2. Secuencia de la unidn de los plasmidos involucradaos
en la construccion de pBSAUGCAP.

Se muestra parte de la secuencia obtenida del clon pBSAUGCAP, me-
diante la que se verificd l1la continuidad del marco de lectura en
el gen quimera. La zona de union entre los clones se muestra como
una linea quebrada. Pl: regidn amino terminal de la proteina Pl1,
CP: proteina de cubierta. Las flechas indican el principio y el
fin de la secuencia escrita a la derecha, la que comienza con el
coddn de iniciacidn de la poliproteina.
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a los siguilientes tratamientos:
- Se digirid con la enzima Sstl y se elimind el extremo 3

protruyente por accidén de la DNA polimerasa del fago T4.

— Se digirid con la enzima Xbal, y se electroeluyd el frag-
mento de 13 Kb correspondiente al vector, eliminando de esta for-

ma al gen que codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS).

— Este vector se 1igd al gen quimérico, contenido en el
clon pBS55 AUGCAP, obtenmido por digestidn con las enzimas Xbal vy
EcoRV,

La Figura 5.3. esquematiza los pasos descriptos anterior-
mente.

La mezcla de ligacidon se utilizd para transformar celulas
NM522 de E. coli. Los clones recombinantes fueron seleccionados
en medio sdlido conteniendo kanamicina ¥y los clones obtenidos
fueron caracterizados por mapeo de restriccidn

El plasmido seleccionado finalmente se denomind pBI—PQY.
Contiene las secuencias mencionadas anteriormente, precedidas por
un coddn de iniciacidn con el consenso adecuado para su reconoci-
miento en plantas. El1 gen quimeérico se encuentra bajo 1la
direccion del promotor del transcripto 355 CaMV y posee las

sefiales de terminacidn del gen de nopalina sintetasa (tNOS).

Transformacion de A. tumefaciens con los plasmidos pBI-121

y pBI-PVY

La cepa de A.tumefaciens utilizada fue la LBA4404. La misma
posee el plasmido pAL4404, el cual aporta las funciones de viru-
lencia necesarias para la transferencia de la region T. La cepa

es resistente a los antibidticos rifampicina y estreptomicina.
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Xbal Sstl
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pNOS NPT-Il tNOS p368 GUS t NOS
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Figura 5.3. Esquema de la construccidn de pBI-PVY.
De los plasmidos binarios pBI-121 y pBI-PVY se muestra solamente
la regidn del T-DNA.
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Los plasmidos pBI-121 y pBI-PVY se utilizaron para transformar
agrobacterias mediante la técnica de congelacidn—-descongelacidn.
Los clones recombinantes fueron seleccionados en medio solido
conteniendo los antibidticos rifampicina, estreptomicina y kana-—
micina. Finalmente, los clones fueron caracterizados por mapeo de
restriccidan. E1 pBI-PVY se digirid con la enzima EcoRI con el ob-
jeto de liberar el fragmento que codifica la construccidn quimé-
rica. E1l pBI-121, con las enzimas EcoRI/ BamHl para liberar el
gen GUS. Los productos de las digestiones fueron analizados por
la técnica de Southern. Los resultados de este analisis se mues-—

tran en la Figura 5.4. A y B.

Transformacion genética de plantas de papa

‘Se utilizd la técnica de cocultivo de discos de tubérculos
con agrobacterias recombinantes. Se decidid utilizar minitubércu-
los de la variedad Spunta, en razdn de ser ésta la de mayor im-—
portancia econdmica en nuestro pais. La Figura 5.5. muestra un
esquema general del proceso de transformacidn seguido para
efectuar la transformacidn y regeneracidn.

Los minitubérculos de papa se pelaron y desinfectaron como
se indica en Materiales vy Métodos y se cortaron en discos de
aproximadamente 1 mm de espesor ¥y 1 cm® de superficie, que fueron
cocultivadas con las agrobacterias recombinantes. El numero de

discos y las cepas utilizadas en cada cocultivo fueron:

Cepa N°® de discos
LBA4404 50
LBA4404 (pBI-121) 50
LBA4404 (pBI~PVY) 180
Sin 1indculo 50

- 136 -



Resultados y Discusidn

121 PVY gu s cp

‘- o

Figura 5.4. Constatacidon de la transformacidn de Agrobacterium
con pBI—-121 y pBI-PVY.

Se prepard DNA plasmidico de los clones recombinantes y se carac-
terizaron mediante mapeo de restriccidn y Southern—-blot.
Izquierda: productos de la digestidn de los clones pBI-121 y pBI-
PVY. Las flechas indican las bandas correspondientes al gen GUS vy
al gen de la capside. 1-3: DNA obtenido de clones de A. tume fa-—
ciens E: DNA obtenido de un clon de E. coli previamente caracte-
rizado, utilizado como control. Derecha: Southern—-blot del gel
anterior. Como sondas se utilizaron al gen GUS y el gen de 1la
capside de PVY (CP).
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ESQUEMA DEL METODO DE TRANSFORMACION

MINITUBERCULOS
DE PAPA

|

DESINFECCION

|

OBTENCION
DE DISCOS

M
COCULTIVO

{
MEDIO SELECTIVO
}
MICROCALLOS
4
BROTES

|

ENRAIZAMIENTO

ANALISIS DE LAS MICROPLANTAS

Figura 5.5. Esquema del proceso de transfaormaciéon de discos de
papa (variedad Spunta).
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Luego del cocultivo, los discos cocultivados con LBA4404
(pBI-121) y LBA4404(pBI-PVY) se pasaron a recipientes conteniendo
MS30, hormonas, vitaminas, bacteriostdtico, y kanamicina como
agente de seleccidn.

Los discos cocultivados con LBA4404 se utilizaron como
control del efecto de la cepa sobre la regeneracidén y sensibili-
dad al antibidtico y los discos sin inocular como control de sen-—
sibilidad al antibidético y control de regeneracidon. Los repiques
se repiltieron cada 20 dias, utilizando siempre el mismo medio.

A los 135 dias los controles de sensibilidad al antibidtico
se necrosaron y murieron, mientras que los controles de regenera-
cidn formaron callos. Simultaneamente, sobre los discos coculti-
vados con LBA4404(pBI-121) vy LBA4404(pBI-PVY) comenzaron a for-
marse microcallos. A los 30 dias del cocultivo comenzaron a apa-
recer los primeros brotes en los controles de regeneracidn y a
los 45 dias los primeros brotes sobre los discos cocultivadaos con
LBA4404 (pBI—-121) y LBA4404(pBI-PVY). Cuando estos ultimos alcan-
zaron un tamaro de 10 a 20 mm se repicaron en medio MS30 sdlido
sin hormonas, suplementado con kanamicina y bacteriostdtico.

En este medio los brotes enraizaron vy, luego de 2 ¢ 3
repiques sucesivos, las microplantas que seguian exhibiendo un
desarrollo normal del sistema radicular se pasaron a tierra. En
la Figura 5.6. se muestran distintos estadios del proceso de
obtencidn de las plantas transgeénicas.

Se obtuvieron 34 plantas de la transformacidn con pBI-PVY vy

8 plantas de la transformacidn con pBI-121

Ensayo de actividad de la enzima B—glucuronidasa

Se analizaron las plantas obtenidas a partir del cocultivo

con LBA4404 (pBI-121) para verificar la presencia de la enzima B-

glucuronidasa. Al ensayar la actividad correspondiente en extrac-
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Figura 5.6. Distintos estadios en el proceso de
plantas transgénicas de papa (variedad Spunta).

A: controles de sensibilidad al antibidtico y B: control de rege-
neracién a los 15 dias de iniciado el experimento.

obtencidén de las
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Figura 5.6. Distintos estadios en el proceso de obtencion de las
plantas transgénicas de papa (variedad Spunta).

Cs explantos cocultivados con pBI-PVY, en medio selectivo conte-
nido 50 mg/l1 de kanamicina, a los 15 dias de iniciado el experi-
mento. Se puede observar la aparicion de microcallos sobre los
mismos. D: discos cocultivados con pBI-PVY a los 30 dias de ini-
ciado el experimento, donde se observa la aparicion de un brote
sobre uno de ellos.
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Figura 5.6. Distintos estadios en el proceso de obtencidn de las
plantas transgénicas de papa (variedad Spunta).

E: enraizamiento de las microplantas en medio selectivo conte-
niendo kanamicina y libre de hormonas. F: plantas transgénicas de
papa luego de 30 dias de haber sido pasadas a tierra.
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tos de tejidos, de un total de ocho plantas analizadas, tres die-
ron resultados positivas. En la Figura 5.7. se muestra una foto-
grafia del resultado de este andlisis. Como controles negativaos y
positivos del ensayo se utilizaron hojas y tubérculos de plantas
de papa no transformadas y de plantas previamente transformadas vy

caracterizadas por la Lic. Silvia Cabral.

Ensayo de actividad de la enzima neomicina fosfotransferasa

Las plantas obtenidas fueron analizadas para verificar la
presencia de actividad de neomicina fosfotranferasa. Todas las
plantas analizadas fueron positivas en el ensayo, mientras que
plantas control, no transformadas, dieron resultados negativos.
En la Figura 5.8. se muestran los datos obtenidos &l analizar on-

ce plantas.

Analisis de las plantas transgénicas mediante la técnica de

PCR

Para poder verificar la presencia del transgen en un esta-
dio temprano, las plantas obtenidas a partir del cocultivo con
LBA4404 (pBI-PVY), se analizaron mediante la técnica de PCR. Para
ello se diserd un par de oligonucledtidos complementarios a la
regién 3’ del promotor 3535 y a la zona 5°' del gen de capside ca-
paces de amplificar una regidn de 400 bp del gen quimérico intro-
ducido. En 1la Figura 5.9.A. se muestra un esquema del transgen
con la posicidn de los oligonucledtidos utilizados.

Empleando como molde unos 400 ng de DNA gendmico obtenido
de hojas, se pudo detectar la presencia de la banda esperada en 9
de 11 plantas analizadas. Como control negativo se utilizd DNA
obtenido de plantas transformadas con pBI-121 y, como control po-

sitivo, 1 pg del plasmidoc pBI-PVY. En la Figura 5.9.B. se pueden
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Figura 5.7. Ensayo de actividad de la enzima B—glucuronidasa.

Se analizd la actividad de la enzima B-glucuronidasa, en hojas de
las B plantas obtenidas de la transformacién contraol con LBA4404
(pBI-121). Como sustrato utilizé X-Glu. Luego de decolorar los
tejidos con etanol, se pudo aobservar la aparicidon de un precipi-
tado azul sobre las muestras positivas. (ver Materiales y Méto-
dos).

Linea superior: andlisis de las plantas transgénicas. Linea infe-
rior de izquierda a derecha: hojas transformadas y no transforma-
das y trozos de tubérculos transformados y no transformados obte-
nidos de plantas previamente caracterizadas.
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(=)

Ensayo de NPTII

Figura 5.8. Ensayo de actividad de la enzima neomicina fosfo-
transferasa

Se prepararon extractos de once plantas transformadas con LBA4404
(pBI-PVY) y de un control no transformado, los que se ensayaron
para determinar la actividad de la enzima, tal como se indica en
Materiales y Métodos. El autorradiograma obtenido mostrd que las
once plantas andlizadas fueron positivas en el ensayo y en el
control no se observo actividad alguna.
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RB pNOS NPTII tNOS p35S CP tNOS LB

1234m56.78m91011—+

Figura 5.9. Caracterizacidn de las plantas transgénicas mediante
la técnica de PCR.

Aproximadamente 400 ng de DNA gendmico, obtenido de hojas de las
plantas a analizar y de una planta transformada con pBI-121 wuti-
lizada como control negativo, se sometieron a 35 ciclos de ampli-
ficacidn a ?4°, 50° y 73°, durante un minuto a cada temperatura.
A: esquema del transgen donde se muestra la posicidn de los oli-
gonucleotidos utilizados en la reaccidn. B: Productos de la
reaccidn analizados en un gel de agarosa de 1,2 7%, termido con

bromuro de etidio. 1-11: plantas analizadas -: control negativo.
+: control positivo. m: marcador de peso molecular, ladder de 123
bp.
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observar los productos de la reaccién de PCR, resueltos en un gel

de agarosa de 1,2 %.

Analisis de las plantas mediante la técnica de Western-

blot

Un lote de plantas transformadas y uno control se analiza-
ron por medio de la técnica de Western-blot para constatar la
presencia de la proteina quimérica en los tejidos de las mismas.
Con este fin, se prepararon extractos de proteinas solubles de
hojas y se determind la concentracidon de las mismas mediante la
teéecnica de Bradford. Se sembraron luego 40 pg de proteinas en ca-
da uno de los carriles de un gel desnaturalizante de poliacril-
amida al 12,5 %. Para estimar los niveles de expresidn se inclu-
yeron en el gel diluciones de concentracidn conocida de viriones
de PVY en 40 pg de proteinas de hojas de plantas no transforma-—
das. Luego de la transferencia a nitrocelulosa se reveld utili-
zando anticuerpos especificos para PVY. Los resultados se mués—
tran en la Figura 5.10. En las plantas transformadas el nivel de
expresién de la proteina de cubilerta viral oscild entre 0 vy

0,025% de las proteinmas solubles.

Discusion

Con el objeto final de obtener plantas de papa resistentes
al virus PVY, se construyd un gen quimeéerico de capside bajo la
direccion del promotor del transcripto 355 del CaMV y serales de
terminacidon del gen de nopalina sintetasa. Utilizando esta cons-
truccidn y el plasmido pBI-121, se obtuvieron 34 plantas de papa
luego del cocultivo con LBA4404(pBI-PVY) yv 8 plantas luego del
cocultivo con LBAR4404(pBI-121). El1 fenotipo de resistencia a ka-
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1 2 3 4 5 CM 2050100

Figura 5.10. Andlisis de plantas transgénicas mediante la técnica
de Western—-blot

Proteinas totales de hojas (40 pg), extraidas de plantas trans-
formadas con la proteina quimérica de capside, fueron resueltas
en un gel de SDS-poliacrilamida de 12,5 % y se transfirieron a
nitrocelulosa. La proteina de cubierta se detectd utilizando an-
ticuerpos anti-PVY. Como control negativo (C) se utilizaron 40 ug
de proteinas totales de hojas de planta no transformada y como
control positivoe 100, 50, y 20 ng de PVY purificado, mezclados
con 40 ug de proteinas de hojas de plantas no transformadas.1-5
plantas transgénicas analizadas. M: marcador de pesao molecular.
Las flechas indican las bandas correspondientes a las proteinas
de capside del virus en las plantas andlizadas y en los contro-
les. En estos ultimos se ven también productos de degradacidn.
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namicina, evidenciado por el desarrollo de las plantas en medio
selectivo, fue confirmado mediante 1la deteccidn del producto de
expresidon del gen NPTII en todas las plantas analizadas. La téc-
nica de PCR permitid detectar en estadios tempranos del desarro-
1lo la presencia del transgen en un 80 % de las plantas analiza-
das. Finalmente, wutilizando técnicas inmunoldgicas se pudo
detectar la presencia de la proteina de capside, en tres de cinco
plantas transgénicas, lo que sugeriria que el gen se expresa de
manera detectable en un 60 % de las plantas. En tres de las plan-—
tas estudiadas el nivel de expresion oscila alrededor del 0,025 %
de las proteinas totales solubles de hoja.

La construccidn quimeérica desarrollada posee, ademds de
otras secuencias, un sitio de clivaje especifico para la proteasa
NIa codificada por el propio virus. Este sitio de clivaje, cuya
secuencia es YEVHHQ/A, se encuentra situado entre el gen de la
replicasa viral vy el gen correspondiente a la capside. De esta
forma, el resultado esperado al introducir esta quimera en las

plantas, es obtener proteccion por medio de un doble mecanismo:

1- Por titulacidn de la accidon de la proteasa Nla del virus

ingresante al actuar sobre la guimera y

2- Por proteccidn mediada por cdpside al liberarse la cdapside
contenida en la quimera, mecanismo que ya ha sido demostra-—

do para éste y otros sistemas hospedante—patdgeno.

Los experimentos futuros estardn orientados a estudiar los
niveles de resistencia y las caracteristicas agrondmicas de las
plantas transformadas, en ensayos de infeccidn de las plantas

transgénicas con cantidades conocidas de virus.
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El control de las virosis en plantas es una tarea que re-—
quiere de un esfuerzo colectivo y coordinado. No existe una solu-
cion definitiva para el problema, ya que estos patdgenos evolu-
cionan rapidamente y, por lo tanto, es necesario el desarrollo
constante de medidas de control. Estas incluyen alternativas muy
variadas y es necesario el uso integral de las mismas. Las mas
importantes son:

— Obtencidn de variedades resistentes mediante mejoramiento
clasico.

— Control de los vectores que transmiten a los virus.

— Produccion de semillas libres de virus.

— Identificacidn y eliminacidn de las fuentes de virus.

— Obtencidn de plantas transgénicas resistentes.

Para poder alcanzar estos objetivos, es de fundamental im-
portancia, contar con diferentes métodos de diagndstico que per-—
mitan identificar correctamente a los virus gque afectan un deter-
minado cultivo. /

El mejoramiento de la papa mediante las técnicas «cldasicas
ha permitido la obtencidn de cultivares de buenas caracteristicas
agronomicas. Sin embargo este proceso demanda mucho tiempo y es
sumamente laborioso, en particular para especies como ésta, cuyo
genama es tetraploide y donde luego de cada cruzamiento se pier-—
den con frecuencia caracteres de la variedad original.

En este trabajo de tesis hemos utilizado las técnicas de 1la
ingenieria genética y el cultivo de tejido con el fin de contri-
buir al control de la infeccidn producida por el virus PVY por
nuevos metodos biotecnoldgicos.

La primera parte del trabajo consistid en la purificacidn y
clonado del virus, lo que nos permitid contar con la secuencia

correspondiente a la cdpside. Esta fue caracterizada y wutilizada
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como una sonda de hibridacidn molecular, lo gue permitid desarrao-
llar nuevos sistemas de diagnostico, mas sensibles que los tradi-
cionalmente usados.

En nuestra experiencia, si bien las sondas de cDNA permiten
mayores niveles de deteccidon que los meétodos inmunoldgicos, su
introduccion en el diagnodstico masivo se ve limitada por la nece-
sidad de utilizar protocolos de preparacion de la muestra de re-—
lativa complejidad para mantener la integridad del RNA. En un in-—
tento por superar esta dificultad, se desarrolld el squash—-blot
molecular hybridization con sondas radiocactivas, habiéndose obte-
nido resultados satisfactorios. Sin embargo, al intentar hacer
extensiva esta técnica para su utilizacidn con sondas no radioac-—
tivas, se encontraron numerosos problemas relacionados con la a-
paricidn de reacciones inespecificas y con el descensoc de la sen-—
sibilidad. Estas dificultades no pudieron ser superadas hasta el
momento. Sin embargo, es posible gQue esta situacidn se modifique
en el futuro con 1la introduccidn de nuevos meétodos de marcacion
no radioactiva Yy de nuevas alternativas de preparacion de las
muestras. -

A pesar de lo comentado anteriormente, los meétodos basados
en la hibridacidon molecular pueden adecuarse facilmente a situa-
ciones en que el numero de analisis a realizar no es grande, y en
que es importante una mayor rigurosidad en la deteccidn, como por
ejemplo, la certificacidn de material de élite o la caracteriza-
ci6n de material vegetal destinado al mejoramiento. Una posibili-
dad, no explorada, en esta tesis es wutilizar para estos fines
sondas de oligonucledtidos o reacciones de PCR.

Por otra parte las sondas de hibridacidn molecular mantie-—
nen sus ventajas relativas en los casos de patdgenos que no po-
seen proteinas de cubierta, como los viroides, o en el caso de
virus que se hallan presentes en muy bajo nivel en los tejidos, vy

que, por ende, son muy dificiles de detectar.
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Dado que los metodos inmunoldgicos se encuentran ya bien
establecidos en el caso de los virus de papa, decidimos utilizar
las técnicas de DNA recombinante con el fin de simplificar y aba-
ratar el proceso de produccidn de anticuerpos. La expresidn de la
capside de PVY en E.coli nos permitid contar con cantidades sufi-
cientes de la misma para su inoculacidn en conejos. Ello permitid
obtener anticuerpos especificos sin necesidad de purificar virio-
nes a partir de material vegetal. Esta estrategia podria exten-
derse a otros virus dificiles de purificar, pero que podrian ser
clonados con relativa facilidad. Ademas, este procedimiento per-
mitiria contar con antigenos de calidad homogénea y controlada.
Una variliante de ésta estrategia, que se estd desarrollando
actualmente en el laboratorio, es expresar determinadas regiones
de las capsides (o de proteinas no estructurales presentes en
abundacia) para obtener repertorios mds acotados de anticuerpos
policlonales. Esto puede resultar ventajoso, pues equivaldria a
disponer de anticuerpos de especificidad intermedia entre 1los
mono ¥y los policlonales habitualmente utilizados.

Utilizando parte de la experiencia adquirida para desarro-
llar sondas moleculares, se puso a punto un nuevo método de diag-
nostico Jinmunoldgico, que denominamos squash—-blot iImmunoassay
(SBIA). Esta teécnica demostrd, a los fines prdadcticos, poseer una
sensibilidad igual a la de ELISA, simplificando notablemente 1la
toma de muestras. Esto redundd en un incremento significativo de
la eficiencia del trabajo del operador, adaptandose ventajosamen-
te a la realizacidn de muestreos masivos. Por otra parte, por 1la
simpleza del método y por la naturaleza de los materiales emplea-
dos, el SBIA demostrd ser sensiblemente mads econdmica que el ELI-
SA vy, por esta razdn, mas adaptable a laboratorios con bajo nivel
de equipamiento.

Paralelamente al desarrollo y perfeccionamiento de las téc-—
nicas de diagndstico, decidimos encarar la obtencidn de resisten-

cia en plantas de papa por méetodos de ingenieria genética. Para
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ello se decidid adoptar una estrategia ya probada para éste vy
otros sistemas virus—-planta, la de proteccion mediada por la cap-
side viral. En un porcentaje de las plantas trangénicas obtenidas
ha sido demostrada ya la expresidn de la proteina quimérica, y se
espera efectuar pronto los ensayos de resistencia a nivel de in-
vernaculo. Una vez definidas las plantas piloto, se proseguira
con ensayos de campo, en los que se constataran el nivel de re-
sistencia adquirida y la conservacion de las caracteristicas a-
grondmicas del cultivar.

Si bien los primeros ensayos a campo con plantas transfor-
madas en forma similar han dado resultados muy alentadores, es
esperable que esta estrategia de resistencia sea eventualmente
sobrepasada por nuevas cepas virales. Por esta razoém, la protec-
cidn de plantas por medios de ingenieria genetica deberia tener
en cuenta el desarrollo paralelo de otras estrategias, capaces de
inhibir las infecciones virales en distintos puntos del ciclo re-—
plicativo. Es de suponer gque la utilizacidn simultanea de varios
mecanismos de proteccidn, que afecten diferentes funciones esen-—
ciales, introducird barreras muy dificiles de sortear por el pa-
tégenoc. La busquéda de estrategias alternativas de proteccién  ha
comenzado a desarrollarse ya en el laboratorio. Otra posible al-
ternativa a desarrollar por ingenieria genética es el clonado de
genes naturales de resistencia para su posterior introduccion en
las variedades susceptibles. En el caso de PVY, se ha descripto
la existencia del gen Ry, pero los trabajos encaminados a su ais-—
lamiento se encuentra todavia en una etapa inicial. |

Finalmente, esta previsto, en colaboracidén con el Instituto
de Biologia Molecular del INTA-Castelar, continuar con esta linea
de trabajo obteniendo, por transformaciones sucesivas, platas do-
bles vy triples trangénicas resistentes a los virus PVY, PVX vy

PLRV.



Bibliografia



Bibliografia

Abel P. P., Nelson, R. S., De. B., Hoffmann, N., Rogers, S. G.
et al. 1986, Delay of disease development in transgenic plants
that express the tobacco mosaic virus coat protein geme. Science

232:738-43

Allison, R., Jdohnston, R. E., Dougherty, W. G. 198&6. The nucleo-
tide sequence of the coding region of tobacco etch virus genomic
RNA: evidence for the synthesis of a single polyprotein. Virology
154:9-20

Allison, R.F., Doughety, W.G., Parks, T.D., Willis, L., Johnston,
R.E., Kelly,M.E., and Armstrong, F.B. 1985a. Biochemical analysis
of the capsid protein gene and capsid protein of tobacco etch
virus: N—-terminal aminoacids are located on thevirion’'s surface.
Virology 147:309-316.

Allison, R.F., Sorenson,J. C., Kelly,M. E., Armstron, F.B., and
Doughety, W. G. 1985b. Sequence determination of the capsid
protein gene and flanking regions of tobacco etch virus: Evidence
for the synthesis and processing of a polyprotein in potyvirus
genome expression. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. B2:3969-3973.

Atreya, P, Atreya, C. and Pirone, T. 1991. Aminoacid substitution
in the coat protein result in loss of insect transmissibility of
a plant virus. Pro. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:7887-789.l.

Bar-Joseph M, Segev D, Blickle W, Yesodi V, Franck A, and Rosner
A. 1986. Application of synthetic DNA probes for the detection of
viroids and virus Pages 13-23 in: Developments and Applications

in Virus Testing. R.A.C. Jones, and L. Torrance, eds, The
Lavenham Press Ltd., Lavenham, Sudbury, Great Britain.
Barker, R. F., Idler K. B., Thompson D. V., Kemp J. D. 1983.

Nucleotide sequence of the T-DNA region from Agrobacterium

tumefaciens octokpine Ti plasmid pTi115955. Plant Mol Biol 2:335-
350.

Baron M. H. Baltimore D, 1982, Anti-VPg antibody inhibition of
the poliovirus replicase reaction and production of covalent
complexes of Vpg related proteins and RNA. Cell 30:745-52

Beachy, R., Loesch-Freis, S., and Tumer, N. 1990. Coat Protein-
mediated resitance against virus infection. Ann. Rev. Phyto-
pathol. 28:451-474.

Benton, W.D. y Davies, R.W. (1977) Screening Mgt recombinant
clones by hybridization to single plaques in situ. Science 1%é6:
180-182.

- 153 -



Bibliografaia

Birnboim, H.C. y Doly, J. (1979) A rapid alkaline extraction
procedure for screening recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids
Res. 7:1513-1523.

Bos, L. 1982. Crop losses caused by viruses. Crop protection
1:263-282.

Braun, A.C. 1958. A physiological basis for autonomous growth of
crown gall tumor cells. Proc Natl Acad Sci USA 44:344-349,

Braun, C.J. and Hemenwey, C.L. 1992. Expression of amino terminal
portions or a full-lenght viral replicase genes in transgenic
plants confers resistance to potato virus X infection. The Plant
Cell 4:735-744,

Bravo-Almonacid, F. and Mentaberry, A. 1989. Nucleotide cDNA
Sequence Coding for the PVYe Coat Protein. Nucl. Acids Res. 17,
4401.

Bravo-Almonacid, F. Haim, L. and Mentaberry A.N. 1992. Rapid
immunological detection of potato viruses 1in plant tissue
squashes.Plant. Dis. 76:574-578.

Brown, F. 1986. The classification and nomenclature of viruses:
Summary of results of meetings of the International Committee on
Taxonomy of viruses in Sendai, September, 1984. Intevirology . 25:
141-143.

Chilton MD, Drummond MH, Merlo DJ, Sciaky D, Montoya AL, 0Gordon
MP, Nester EW. 1977. Stable incorporation of plasmid DNA into
higher plant cells. Cell 11:263-271.

Christie, R. G.. Edwardson, J. R. 1977. Light and eloctron mi-
croscopy of plant virus inclusions. Fla. Agric. Exp. Stn. Monogr.
Ser. IX. 130 pp.

Citovsky V, Wong ML, Zambryski P. 198%9. Cooperative interaction
of Agrobacterium Virk?2 protein with single stranded DNA:
implications for the T-DNA transfer process. Proc Natl Acad Sci
USA B86:1193-1197.

Clark, M.F., and Adams, A.N. 1977. Characteristics of the
microplate method of enzyme-linked immunoabsorbent assay for the

detection of plant viruses. J. Gen. Virol. 34:475-483,.

Corpuet, P. 1987 "Eléments de virologie veégeétale", I.N.R.A.,
Paris. :

- 154 -



Bibliografia

Cuozzo, M. 0'Connell, K.M., Kaniewski, W., Fang, R.X., Chua, N.H.
and Tumer, N.E. 1988. Bjotechnology 6:549-557.

De Cleene, M. and De Ley, J. 1976. The host range of crown gall.
Bot. Rev. 42:389-46&6.

de Mejia, M. V. G,, Hiebert, E., Putcifull, D. E., Thornbury, D.
W., Pirone, T. P. 1985, Identification of potyviral amorphus
inclusion protein as a non-structural virus-specific protein
related to helper component. Virology 142:34-43.

de Mejia, M. V. G., Hiebert, E,, Purcifull, D. E. 1985. Isolation
and partial characterization of the amorphous cytoplasmic
inclusions associated with 1nfections caused by two potyviruses.
Virology 142:24-33

Domier, L. L., Framklin, K.M.,Shahabuddin, M., Hellman, G. M.,
Overmeyer, J. H., Hiremath, S. T., Siaw, M. E. E.. Lomonossof, G.
P., Shaw,J. G., and Rhoades. E. 19846. The nucleotide sequence of
tobacco vein mottling virus. Nucleic Acids Res. 14:5417-5430.

Domier, L.L., Shaw, J.G., and Rhoades,E. 1987. Potyviral proteins
share aminoacid sequence homology with picorna-, como-, and
caulimoviral proteins. Virology 158:20-27.

Dougherty W. and Lindbo J. 1992. Pathogen derived resistance to a
potyvirus: Immune and resistant phenotypes in transgenic tobacco
expressing altered forms of a potyvirus coat protein nucleotide
sequence. Mol. Plant Microbe Interact. 5:144-153.

Dougherty, W. G., and Carrington, J.C. 1988. Expression and
function of potyviral gene products. Annu. Rev. Phytopathol. 26:
123-143.

Dougherty, W. G., Hiebert, E. 1980. Translation of potyviral RNA
in & rabbit reticulocyte lysate:identification of nuclear
inclusion proteins as products of tobacco etch virus RNA
translation and cylindrical inclusion protein as a product of the
potyvirus genome. Virology 104:174-82

Dougherty, W. G., Willis L. Johnston W. E. 1985. Topographic
analysis of tobacco etch virus capsid protein epi topes. Virology
14484:66-72

Dougherty, W.G., Allison, R.F., Parks, T7.D., Johnston, R.E.,
Feild, M.J., and Armstrong, F.B. 1985a. Nucleotide sequence at
the 3-terminus of pepper mottle virus genomic RNA: Evidence for
an alternative mode of capsid protein gene organization. Virology
146:282-291.

= 155 =



Bibliografia

Dougherty. Ww. G. 1983. Analysis of viral RNA isolated from
tobacco leaf tissue infected with tobacco etch virus. Virology
131:473-81

Douglas CJ, Staneloni RJ, Rubin RA, Nester EW. 1985.
Identification and genetic analysis of an Agrobacterium
tumefaciens chromosomal virulence region. J Bact 161:850-860.

Edwardson, J, R, Christie, R. G. 1984. Potyvirus cylindrical in-
clusions—-subdivision-IV. Phytopatology 74:1111-14,

Feimberg A., and Vogelstein, B. 1983. A technique for radio-
labelling DNA restriction endonuclease fragments to high specific
activity. Anal. Biochem. 132:6-13.

Fraley, R.T, Rogers, S. and Horsch, R.B. 19B6. Genetic transfor-
mation in higher plants. CRC Crit. Rev. Pant Sci. 4:1-46.

Francki, R.I.B., Milne, R.G., and Hatta, T. 1985. "Atlas of plant
viruses," Vols. 1 and 2.CRC Press, Boca Raton,Florida

Fulton, R.W. 1986. Practices and precautions in the use of cross
protection for plant virus disease control. Annu.Rev. Phytopathol
24:67-81.

Golemboski, D., Lomonosoff, G. and Zaitlin, M. 1990. Plants
transformed with a tobacco mosaic virus non-structural gene
sequence are resistant to the virus. Proc Natl Acad Sci.

87:6311-6315.

Gorbalenya A. and Koonin E. 198%9. Two related superfamilies of
putative helicases involved in replication, recombination, repair
and expression of DNA and RNA genomes. Nucleic Acids Res.
17:4713-4730

Gordon-Kamm, W.J., Spencer T.M., Mangano M.L., Adams T.R., Dai-
nes R. J., Start W.G., 0'Brien J.W., Chambers S.A., Adams W.R.,
Willetts N.G., Rice T.B., Mackey C.J., Krueger Ro.W., Kausch,
A.P. and Lemaux P.G. 1990. Transformation of maize cells and
regeneration of fertile transgenic plants. The Plant Cell 2:603-
618.

Grunstein M, Hogness D (1975). Colaony hybridization: a method for
the isolation of cloned DNA's that contain a specific gene. Proc
Natl Acad Sci. 72:396-399.

Gubler U, Hoffman BJ. 1983. A simple and very efficient method
for generating cDNA libraries. Gene 25:263-26%9.

- 156 -



Bibliografia

Gugerli, P. 1979. Le test immuno-enzimatique (ELISA) et son
application pour le diagnostic rapide des virus de la pomme de

terre. Rev. Suisse Agric. 11:253-2&0.

Gugerly, P. 1978. The detection of two potato viruses by enzyme-
linked immunoabsorbent assay (ELISA). Phytopathol. Z. 92:2 51-56.

Hanahan, D. (1985) Techniques for transformation of Escherichia
coli. En: DNA cloning. A practical approach. (eds: Glover,D.M.)
1:109-135.

Hari, V. 1981, The RNA of tobacco etch virus: further characteri-
zation and detection of a protrin linked to the RNA Virology 112:
391-99

Harrison B, Robinson D, Mowat W and Duncan G. 1983. Comparison of
nucleic acid hybridization and other tests for detecting tobacco
rattle virus in narcissus plants and potato tubers.Ann. Apl.
Biol. 102:331-338

Hawkes, R., Niday, E., and Gordon J. 1982. A dot-immunobinding
assay for monoclonal and other antibodies. Annal. Biochem. 119:
142-147.

Hellmann, G. M., Shaw, J. G., Lesnaw J. A., Chu, Lee—-Yun, Pirone,
T, P., Rhoads. R. E. 1980. Cell~free translation of vein mottling
virus RNA. Virology 106:206-16

Hellmann, G. ™., Thombury, D. W., Hiebert, E., Shaw, J. G.,
Pirone, 7. P., Rhoads, R. E. 1983. Cell-free translation of
tobacco vein mottling virus RNA. IT. Immunoprecipitation of
products by antisera to cylindrical inclusion, nuclear inclusion,
and helper proteins, Virology 124:434-44

Hemenwey , C., Fang, R.X., Kaniewski, J.J., Chua, N.H. and Tumer,
N.E.. 1988. Analysis of the mechanism of protection in transgenic
plants expressing the potato virus X coat protein or 1its
antisense RNA. EMBO J. 7:1273-1280.

Hernalsteens JP, Van Vliet F, De Beucheleer M, Depicker A, Engler
G. 1980. The Agrcbtescterium tumefaciens Ti plasmid as a host
vector system for introducing foreing DNA in plant cells. Nature
287:654-656.

Herrera-Estrella A, Van Montagu M, Wang K. 1990. A bacterial
peptide acting as a plant nuclear targeting signal: the amino-
terminal portion of Agrobacterium VirD2 protein directs a @3-
galactosidase fusion proatein into tobacco nuclei. Proc Natl Acad
Sci USA B87:9534-9537.

- 157 -



Bibliografia

Hoekema A, Hirsch PR, Hooykaas FPJJ,Schilperoort RA. 1983. A
binary plant vector strategy based on separation of vir— and T-

region of the Agrobacterium tumefaciens Ti plasmid. Nature
303:179-180.

Hoekema, A. Huisman, M.J. Molendijk, L. van den Elzen, P.J.M. and
Cornelissen, B.J.C. 1989. "The genetic engineering of two
commercial potato cultivars for resistance to potato virus X.
Bio/Technology 7:273-278.

Hoollings, M., Brunt, A. A. 1981 . Potyviruses, In Handbook of
Plant Virus Infections and Comparative Diagnosis, ed. E. Kurstak,
pp, 732-77. New York: Elvevier North Holland Biomedical. 943 pp.

Hooykaas, P.J.J. 1989. Transformation of plants via Agrobacte-
rium. Plant Molecular Biology 13:327-336. '

Hopp, H.E., Giavedoni, L., Mandel, M.A., Arese, A., Orman, B.,
Bravo-Almonacid, F., Torres, H.N., and Mentaberry, A.N. 1988.
Biotynilated nucleic acid hybridization probes for potato virus
detection. Arch. Virol. 103:231-241.

Hopp, H.E., Haim, L., Bravo Almonacid, F., Tozzini, A.C., Orman,
B., Arese, A.l., Ceriani, M.F., Saladrigas, V., Celnik, R., del
Vas, M., and Mentaberry, A. 1991. Development and application on
a radicactive nucleic acid hybridization system for simultaneous
detection of four potato pathogens. J. Virol. Methods 31:11-30.

Huttinga, H., and Mosch, W.H.M. 1974. Properties of viruses of
thepotyvirus group. 2. Buoyant density, S value, particle
morphology, and molecular weight of the coat protein subunit of
bean yellow mosaic virus, pea mosalc virus, lettuce mosalc virus
and potato virus Y Neth. J. Plant Pathol. 80:19-27.

Huynt, T.V., Young, R.A. y Davis, R.W. Constructing and screening
cDNA libraries in AgtlO and xgtll. In: D.M. Glover ed. DNA
cloning techniques: a practical approach. Oxford: IRL Press,
1985: 45-79.

Jefferson, R.A. 1987. Plant Mol. Biol. Rep. 5:387-4035

Jongedijk, E., de Schutter, A.J.M., Solte, T., van den Elzen,
J.M. and Cornelissen, B.J.C. 1992. Increased resistance to potato
virus X and preservation of cultivar properties in transgenic
potato under field conditions. Bio/Technology 10:422-429.

Klee, H.J. and Rogers, S5.G. 1989. Plant gene vectors and genetic
transformation: Plant transformation systems based on the use of
Agrobacterium tumefaciens. En: Cell Culture and Somatic Cell
Genetics of Plants. I. Vasil (ed.) vol. 6:1-23.

- 158 -



Bibliografia

Kléin, T.M., Fromm, M.E., Weissinger A., Tomes, D., Schaaf, S.,
Sletten, M. and Sanford, J.C. 1988. Transfer of foreign genes
into 1intact maize cells using high velocity microprojectiles.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:4305-4309.

Klein, T.M., Wolf E.D., Wu, R. and Sanford, J.C. 1987. High
velocity microprojectiles for delivering nucleic acids 1into
living cells. Nature 327:70-73.

Lain S, Martin MT, Riechmann JL, Gaicia JA. 1991. Novel catalytic
activity associated with positive-strand RNA virus infection :
nucleic acid-stimulated ATPase activity of the plum pox potyvirus
helicaselike protein. Journal of virology 65:1-6

Lawson C. Kaniewski W. Haley L. Rozman R. Newell C. Sanders P.
Tumer NE. 1990. Engineering resistance to mixed virus infection
in a commercial potato cultivar: resistance to potato virus X and
potato virus Y in transgenic Russet Burbank Bio/technology B:127-
134.

Lebhrach, H., Diamond,D., Wozney, J.M., Boedtker, H.(1977) RNA
molecular weight determinations by gel electrophoresis under
denaturing conditions, a critical examination. Biochemistry 16:
4743.

Lin, N.S., Hau, Y.H., and Hsu, H.T. 1990. Immunological detection
of plant viruses and a mycoplasmlike organism by direct tissue
blotting on nitrocellulose membranes. Phytopathology 80:824-828.

Loesh-Fries, L.S5., Merlo, D., Zinnen, T., Burhop, L., Hill, K.,
Prahn, K., Jarvis, N. Nelson, S. and Halk, E. 1987. Expression of
alfalfa mosaic virus RNA 4 1n transgenic plants confers virus
resistance. EMBO J. 6:1845-1851.

Maiss E., Timpe U., Brisske, A., Jdelkmann, W., Casper, R.,
Himmler, G., Mattanovich, D. and Katinger, H.W.D. 1989. The
complete nucleotide sequence of plum pox virus RNA., J. Gen.
Virol. 70:513-524.

Maniatis T, Frisch EF, Sambrook J (1982). Molecular cloning.
Coldpring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York.

Matthews, R.E.F. 1982. Classification and nomenclature of
viruses. Fouth report of the International Committee on Taxonomy
of viruses. Intervirology 17:1-199.

Maule A. Infection of protoplasts from several Brassica species

with cauliflower mosaic virus folowing inoculation with
polietilenglicol. 1983. J. Gen. Virol. 64:25655-2660

- 159 -



Bibliografia

Mc Kinney H. 1929. Mosaic diseases in the Canary Island, West
Africa and Gibraltar. J. Agric. Res. 39:557-578

Mc. Donnell, R. E. 1987. Plant Molec.Biol.Rep. 5:380-386

McCabe, D.E., Marinell, B.J. and Cristou, P. 1988B. Stable trans-
formation of soyben (Glycine max.) plants. Bio/Technology 87:
P23-926.

Morrow, C. D., Navab, M., Peterson. C., Hocko, J., Dasgupta, A.
1984. Antibody to poliovirus genome—-linked protein (VPg)
precipitates in vitro synthesized RNA attached to Vpg-precursor
polypeptide(s). Virus Res. 1:89-100

Murashige, T. 1962. Physiol. Plant 15:473-477.

Murphy J.F., Rhoads R.E., Hunt A.G. and Shaw J.G. 1990. The VPg
of tobacco etch virus RNA 1s the 49 Kd proteinase or the N-
terminal 24 Kd part of the proteinase. Virology 178:285-288

Navot, N., Ber, R., and Czosnek, H. 1989. Rapid detection of
tomato yellow leaf curl virus in squashes of plants and insect
vectors. Phytopathology 79:562-568.

Nelson R, FPowel Abel P, and Beachy R. 1987. Lesions and virus
accumulation in inoculated +trnasgenic tobacco plants expressing
the coat protein gene of tobacco mosaic virus., Virol. 158:126-
132.

Owens R and Dinener. 1984. Spot hybridization for detection of
virus and viroids. Methods Virol. 7:173-187.

Pirone, T. P., Thombury, D. W. 1983. Role of the virion and
helper component in requlating aphid transmission of tobacco etch
virus. Phytopatology 73:872-75

Potrikus, I. 1991. Gene transfer to plants: assessment of pu-

blished approaches and results. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol. 42:205-225.

Powell, A.P., Nelson, R.S., De, B., Hoffman, H., Rogers, 5.0G.,
Fraley, R.T. and Beachy, R.N. 1984. Delay of disease development
in transgenic plants that express the tobacco mosaic virus coat
protein gene. Science 232:738-743.

Rebinowicz, P., Bravo-Almonacid, F. and Mentaberry, A. 1992. Nu-
cleotide cDNA Sequence Coding for the Pepper Severe Mosaic Virus
Coat Protein. (enviado para su publicacidn a J. of Gen. Virol.)

- 160 -



Bibliografia

Ravelonandro, M., Varveri, C.,Delbos, R., and Dunez, J. 1988.
Nucleotide sequence of the capsid protein gene of plum pox

potyvirus. J. Gen. Virol. 69:1509-1516.

Register J III and Beachy R. 1988. Resistance in TMV in
transgenic plants results from interference with an early event
in infection. Virology 166:524-532.

Rhodes, C.A., Lowe, K.S5. and Rudy, K.L. 1988b. Plant regeneration
from protoplast isolated from embryonic maize cultures. Bia/
Technology 6:56-60.

/
Rhodes, C.A., Pierce, D.A., Mettler, I1.3., Mascarenhas, D. and
Detmer, J.J. 1988Ba. Genetically transformed maize plants from
protoplast. Science 240:204-207.

Robaglia, C., Durand-Tardiff, M., Tronchet, M., Boudazin, G.,
Astier—-Mamnifacier, 5. and Casse-Delbart, F. 1989. Nucleotide
sequence of potato virus Y (N strain) genomic RNA. J. Gen. Virol.
70:935-947.

Sanford, J.C. and Jaobnston, S5.A. 1985. The concept of parasite-
derived resistance: deriving resistance genes from the parasites
own genome. Theor. Biol. 113:395-405.

Sanger, F., Nicklen, S. y Coulson, A.R. (1977) DNA sequencing
with chain—-terminating inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74:54463-5467.

Saul, M.W., Shillito, R.D. and Negrutiu, I. 1988. Direct DNA
transfer to protoplasts with and without electroporation. Plant
Molecular Biology Manual Al, 1-16,

Shillito, R.D., Saul, M.W., Paszkowski, J., Muller, M. and
Potrykus, I. 1985. High efficiency direct gene transfer to
plants. Bio/Technology 3:1099-1103.

Shukla, D. D., Gough, K. H., and Ward C. W. 1987. Coat protein of
potyviruses. 3. Comparison of aminoacid sequences of the coat
proteins of four Australian strains of sugarcane mosalc virus.
Arch. Virol. 26:59-74.

Shukla, D.D., and Ward, C.W. 1988. Aminoacid sequence homology of
coat proteins as a basis for identification and classification of
the potyvirus group. J. Gen. Virol. 69:2703-2710.

Shukla, D.D., Inglis, A.S., McKern, N.M., and Gough, K.H. 1986.

Coat protein of potyviruses. 2. Amino acid sequence of coat
protein of potato virus Y. Virology 152:118-125.

- 161 -



Bibliografia

Shukla, D.D., McKern, N.M, and Ward, C.W. 1988d. Coat protein of
potyviruses. 5. Symptomatology, serology and coat protein
sequences of three strains of passion-fruit woodiness virus.
Arch. Virol. 102:221-232.

Shukla, D.D., Strike, P.M., Tracy, S.L.,Gough, K.H., and Ward,
C.Ww. 1988b. The N and C termini of the coat proteins of
potyviruses are surface located and the N terminus contains the
major virus—specific epitopes. J. Gen. Virol. 69:1497-1508.

Shukla, D.D., Thomas, J.E., McKern, N.M., Tracy, S.L.,and Ward,
C.W. 1988c. Coat protein of potyviruses. 4. Comparison of
biological properties, serological relationships and coat protein
amino acid sequences of four strains of potato virus Y. Arch.
Virol. 102:207-219.

Southern, E.M. (19735) Detection of specific sequences among DNA
fragments separated by gel electrophoresis. J. Mol. Biol. 98:
503-517.

Stachel S. y Zambryski P. 1986. VirA and VirG control the plant
induced activation of the T-DNA transfer process of Agrobacterium
tumefaciens. Cell 46:325-333.

Tempe, J. and Petit, A. 1982. 0Opin utilization by Agrobacterium,
in: Molecular Biology of Plant Tumors, Kahl, G. and Schell, J.
(eds.) Acad. Press, New York. pp 451-46462.

Teycheney, P.Y., Tavert, G., Delbos, R., Ravelonandro, M. and
Dunez, J. 1989. The complete nucleotide segquence of plum pox
virus RNA (strain D). Nucl. Acids Res. 17:10115-10116.

Tomes, D.T., Ross, M., Higgens, R., Rao, A.G., Staebell, M. and
Howard, J. 1990. Direct DNA transfer into intact plant cells and
recovery of tramnsgenic plants via microprojectile bombardment.
Plant Molecular Biology Manual Al13:1-22.

van Larebeke N, Genetello C, Schell J, Schilperoort RA, Hermans
AK, Hernalsteens JP, Van Montagu M. 1975. Acquisition of tumor-
inducing ability by nomn oncogenic agrobacteria as a result of
plasmid transfer. Nature 255:742-743

Van Regenmortel, M.H.V. 1982 "Serology and Immunochemistry of
Plant Viruses'", Acad. Press, New York.

Vance, V. B. , Beachy, R. N. 1984. Detection of genomic—-length

soybean mosaic virus RNA on poliribosomes of infected soybean
leaves, Virology 138:26-36

- 162 -



Bibliografia

Vartapetian; A. B., Kogonin, E. V., Agol, V.I., Bogdanov, A. A.
1984, Encephalomyoccarditis wvirus RNA synthesis in vitro is

protein-primed, EMBO J. 3:2593-98

Yanisch-Perron C, Viera J, Messing J. 1985. Improved M13 phage
cloning vectors and host strains: nucleotide sequences of the
M13mpl8 and pUC1lY? vectors. Gene 33:103-119.

Yanofski MF, Porter Sg, VYoung C, Albright LM, Gordon MP, Nester
EW. 1986. The Vi/D operon of Agrotscterium tumefaciens encodes a
site especific endonuclease. Cell 47:471-477.

Zambryski P, Joss H, Genetello C, Leemans J, Van Montagu M,
Schell J. 198B3. Ti plasmid vector for the introduction of DNA
into plant cells without alterationof their normal regeneration
capacity. EMBO J 2:2143-2150.

Zhang, W. and Wu, R. 1988. Efficient regeneration of transgenic
plants from rice protoplasts and correctly regulated expression
of the foreign gene in plants. Theor. Appl. Genet. 76:835-840.

e Moo DA A be—

< «

- 163 -



