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Resumen

El presente trabajo de Tesis propone el desarrollo de vectores para la expresion de antigenos de aftosa
en amplicones virales utilizando sistemas no integrativos. El objetivo general es establecer sistemas de
expresion eficientes que puedan luego ser utilizados para la produccion de plantas transgénicas que expre-
sen virus quiméricos. El sistema de expresion no integrativo se basa en la utilizacion de una copia completa
del genoma del virus PVX cuya expresion se encuentra dirigida por el promotor 35S de CaMV. Se constru-
yeron amplicones recombinantes que permiten expresar los diferentes antigenos de aftosa (A, VP1 y P1)
como proteina de fusion a la capside viral produciendo viriones quiméricos. La capacidad replicativa de
dichos amplicones se evalu6 por agroinfiltracién de plantas de tabaco. La expresion de la capside viral
fusionada a los antigenos se analiz6 por Western blot con anticuerpos anti-capside y anti-epitope A de
aftosa. La estabilidad genética de los amplicones virales se evalué a través de sucesivas infecciones de
plantas de tabaco con los viriones quiméricos analizando la capacidad de retencién de la secuencia inserta-
da en el genoma viral. Los resultados obtenidos permitieron determinar que el tamafio maximo de la secuen-
cia que puede ser expresada como fusién a la capside viral es de 800pb. Los amplicones recombinantes que
contienen los antigenos Ay VP1 como fusién a la capside viral fueron capaces de replicarse y de producir
viriones quiméricos estables, no asi el amplicon conteniendo el antigeno P1 que sufrié recombinacion per-
diendo la secuencia insertada.

Por ultimo, se obtuvieron las herramientas necesarias para desarrollar un sistema de expresion transito-
ria en protoplastos de una linea celular de tabaco utilizando como gen reportero el gen de la proteina verde
fluorescente (GFP) del aguaviva Aequorea victoria.

Los resultados obtenidos demuestran que PVX puede ser utilizado como un sistema de presentacion de
antigenos de aftosa permitiendo en un futuro su utilizacién para la produccién de vacunas en plantas.
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Introduccioén

1. Importancia de la fiebre aftosa en Argentina

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad viral extremadamente contagiosa que afecta al ganado domés-
tico. Es una de las enfermedades econdmicamente mas relevantes debido a las pérdidas que produce entre
los ganaderos y a las trabas que crea sobre las exportaciones del pais que la posee (Pereyra HG, 1981). La
FA, también denominada “foot-and-mouth disease”, ha sido la enfermedad dominante en Sudamérica. Sin
embargo, en las Ultimas décadas la incidencia de la enfermedad ha cambiado significativamente, especial-
mente en el cono sur, como consecuencia de exhaustivas campafias de vacunacion. Algunos paises son
libres de FA sin vacunacién (Chile y Uruguay); otros son libres de FA con vacunacién (Argentina, Paraguay
y los 3 estados del sur de Brasil) mientras que el resto de los paises presenta la enfermedad en forma
endémica (Kitching RP, 1998). Para un pais libre de FA es prioridad evitar la introduccion del virus, puesto
gue las consecuencias de un brote de la enfermedad serian devastadoras para la economia del pais.

El riesgo de reaparicion de la enfermedad por reintroduccion del virus desde regiones endémicas es
mayor cuando la enfermedad esta presente en paises fronterizos, como es la situacién en la frontera norte
y noroeste de nuestro pais. En efecto, este podria ser el caso de las anteriores reapariciones de la enferme-
dad en la Argentina (Konig G et al., 1993-1994).

2. Fiebre aftosa: caracteristicas

2.1 Definicion: La fiebre aftosa es una enfermedad viral, de curso agudo, que afecta animales ungulados
como bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, jabalis, ciervos, llamas y vicufias, entre otros. Cursa con gran
namero de enfermos (alta morbilidad) y escasa mortalidad.

La enfermedad es causada por un enterovirus de la familia Picornaviridae aislado por primera vez en
1897. Contiene un solo filamento central de acido ribonucleico cubierto por una capa proteica compuesta por
32 capsdmeros formando una capsula icosaédrica simétrica. Existen 7 tipos de virus distintos inmunolégica
y serolégicamente, identificados como tipos O, A y C; tipos de territorios sudafricanos (SAT-1, SAT-2, SAT-
3) y Asia-1. Ademas de los 7 tipos se han distinguido por lo menos 65 subtipos por medio de pruebas de
fijacion de complemento.

La frecuencia de mutacion del virus de la fiebre aftosa para un caracter dado, indica que nuevas progenies
mutantes se forman continuamente en la poblacion viral (Pringle CR, 1964). En el campo, nuevos subtipos
inmunoldgicos pueden surgir por seleccién de mutantes como resultado de las condiciones favorables del
medio ambiente. En este sentido juega un papel preponderante el grado inmunolégico de la poblacion
hospedadora, como ya fue demostrado en condiciones experimentales (Federer KE, 1967). Existe inmuni-
dad cruzada entre los diversos subtipos encuadrados en un mismo tipo, pero el grado de inmunidad no es
idéntico para todos ellos, éste varia en intensidad y en duracion, que sera mas prolongada para el subtipo
homélogo que para los heterélogos guardando relacion con sus diferencias inmunoldgicas y antigénicas
(Centro Panamericano de Fiebre Aftosa 1996 y 1999).

2.2 Vias de contagio: los aerosoles formados por las secreciones respiratorias pueden transmitir al virus,
incluso a gran distancia; ademas, puede transmitirse por via oral y por contacto, a través de las células
epiteliales. La aspiracion de virus determina la infeccion de la mucosa del tracto respiratorio a partir de la
cual se disemina por todo el organismo. El periodo de incubacion viene influenciado por los factores tipicos,
como la cepa del virus y la dosis de viriones transmitidos, pero, por término medio, dura entre 2 y 14 dias.

2.3 Sintomas: La sintomatologia clasica suele iniciarse con pérdida de apetito y una drastica disminu-
cién de la produccion de leche en vacas, cabras y ovejas. Prosigue con aumento de la salivacion y formacion
de vesiculas en la oro-faringe (lengua y paladar), que pueden extenderse a los labios y el hocico de los
animales infectados, asi como en las areas interdigitales de las pezufias, donde causan dolor, por lo que los
animales son reacios a levantarse y andar, las células epiteliales que forman las vesiculas se necrotizan,
apareciendo erosiones que pueden sobre-infectarse con bacterias. En los casos mas graves, la afeccion de
las vias respiratorias y del miocardio tiene consecuencias fatales.

2.4 Situacién en el hombre: La fiebre aftosa en el hombre es una enfermedad benigna. El periodo de
incubacioén dura de 2 a 4 dias, pero puede prolongarse hasta ocho dias. El tipo de virus que se aisla con
mayor frecuencia del hombre es el O, en segundo término el C y raramente el A. Los grupos de riesgo son
las personas que trabajan con los animales enfermos o consumen leche cruda de animales afectados. La
supervivencia del virus depende del lugar en que esté alojado. En los fardos de pastos, puede sobrevivir en
verano 4 semanas y en invierno 12 semanas. En el suelo en verano una semana y en invierno 12 semanas.
En el calzado de cuero entre 30 y 35 dias, en las botas de goma 100 dias, en la leche no tratada 1 diay en
la carne vacuna de acuerdo a la temperatura puede sobrevivir entre 70 y 190 dias.
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2.5 Distribucion geografica: La FA esta presente en la mayoria de los grandes paises ganaderos del
mundo, excepto en Norteamérica y Centroamérica, Australia, Nueva Zelanda, Japén e Irlanda. Varios paises
europeos en especial Inglaterra y algunos de los paises escandinavos tuvieron muy esporadicamente brotes
de esta enfermedad.

3. Vacunas y Fiebre aftosa

En los paises donde la enfermedad es enzodtica, la incidencia de la enfermedad es controlada por
programas de vacunacién. En un creciente nimero de paises la vacunacion es obligatoria, en otros es
voluntaria. En los paises que generalmente estan libres de FA, ésta es erradicada por el sacrificio del
ganado y una total desinfeccién de los predios. En estos casos, los animales sacrificados son generalmen-
te eliminados por incineracién o enterramiento. Econémicamente, éste ha sido el método mas efectivo para
combatir un brote. A pesar de estas medidas, se han reportado brotes de la enfermedad en Argentina,
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Perl y Venezuela. Las desastrosas consecuencias econdmicas de la
enfermedad han impulsado la investigacion sobre vacunas que puedan proteger al ganado.

Hasta el momento de la erradicacién de la FA en Argentina se utilizaban vacunas preparadas con viriones
enteros e inactivadas quimicamente cuya produccion involucraba la manipulaciéon del agente patégeno.
Estas vacunas se siguen administrando al ganado en forma preventiva, debido a que Ultimamente se han
presentado algunos brotes esporadicos. Dicha vacuna posee algunas desventajas debido al riesgo que
implica la probabilidad de una inactivacién incompleta de los lotes vacunales y al elevado costo econémico
de las vacunaciones masivas. Esto, agravado por la necesidad de revacunar periédicamente cada 6 o0 9
meses ya que la inmunidad inducida es de corta duracién. La vacuna actualmente utilizada para las campa-
fias de emergencia (Aftogen Oleo, Lab Biogénesis) es una vacuna bivalente formulada segun indicaciones
del SENASA, que incluye virus inactivados A24 (cepa aislada en Argentina en el afio 2000) y O1 Campos.

En esta etapa del pais libre de fiebre aftosa, aunque con eminentes campafias preventivas, es sumamen-
te importante detectar y controlar posibles brotes de la enfermedad, tanto con la vigilancia epidemioldgica
como disponiendo de vacunas alternativas seguras y efectivas. De esta forma, el esfuerzo se concentra en
el desarrollo de nuevas vacunas mediante el uso de técnicas de ingenieria genética, para evitar la manipula-
cién del agente patégeno.

Al elaborar vacunas frente a la FA, hay que tener presente que existen varios tipos de Aphtovirus, que,
aunque causen la misma enfermedad, tienen entre si diferencias antigénicas suficientes como para que la
inmunidad frente a uno de ellos no proteja frente a otro. Para mayor dificultad, dentro de un mismo serotipo
hay variantes (subtipos) con escasa proteccion cruzada. Esta variabilidad antigénica ya mencionada, es
tipica de los virus con genoma de ARN y supone una grave limitaciéon para las vacunas que deben incorporar
los antigenos de las variantes mas frecuentes en cada epidemia.

Desde hace afios se trabaja en el desarrollo de vacunas de subunidad, que estan constituidas por
péptidos o macromoléculas que inducen una respuesta inmune protectora contra el patégeno (Blanco E et
al., 2001). Desafortunadamente el costo de produccién de estas vacunas es muy elevado y no son estables
al calor. La clave para conseguir la neutralizacién del virus reside en una de las proteinas de la capside (VP1)
la que se une a los receptores de la superficie de las células susceptibles a la infeccion; los anticuerpos
dirigidos contra la parte inmunodominante de esta proteina han sido capaces de anular la infectividad del
virién en animales experimentales (Carrillo C et al., 2001; Dus Santos MJ et al., 2002). Muchos estudios han
demostrado que esta proteina estructural posee regiones criticas responsables de la induccién de anticuer-
pos. La inmunizacién con VP1 o con péptidos sintéticos que representan parte de su secuencia aminoaci-
dica, han demostrado inducir proteccion contra hospedadores naturales y experimentales (Brown F, 1992).

4. Produccidon de vacunas en plantas en general

Las plantas son actualmente utilizadas como un sistema heterélogo seguro y de bajo costo para la
expresion de biomoléculas. La produccion de proteinas recombinantes en plantas tiene muchas ventajas
potenciales para generar compuestos farmacéuticos de importancia en medicina clinica. En primer lugar los
sistemas vegetales son mas econémicos que la infraestructura utilizada en sistemas de fermentacién o en
biorreactores. En segundo lugar, ya esté disponible la tecnologia para cosechar y procesar plantas y sus
productos a escala industrial. En tercer lugar, el requisito para la purificacion del compuesto puede ser
eliminado cuando el tejido de la planta que contiene la proteina recombinante se utiliza como alimento (en el
caso de vacunas comestibles). En cuarto lugar, se puede dirigir a las proteinas recombinantes a determina-
dos compartimentos intracelulares o expresarlos directamente en tales compartimentos. Finalmente, los
riesgos a la salud que se presentan por posible contaminacion con patégenos humanos son minimos.
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El uso de virus de plantas como transporte de antigenos ha tenido mucho interés en los dltimos afios
aunque empezaron a utilizarse en 1993, cuando un antigeno de fiebre aftosa (FA) fue expresado en la
superficie de CPMV (cowpea mosaic virus) (Usha et al., 1993). Los virus de plantas quiméricos fueron
efectivamente probados como transporte de proteinas para antigenos en 1994 luego de que ratones produ-
jeran una respuesta inmune contra particulas de CPMV quiméricas purificadas expresando antigenos deri-
vados de rhinovirus humano 14 (HRV-14) y HIV-1. Ademas se verificaron numerosos ensayos sobre virus de
plantas como una alternativa efectiva para la expresiéon de antigenos, entre los cuales se utilizaron antigenos
de HIV-1, de la zona pellcida de ratdén y a partir de virus de la rabia y en todos los ratones inyectados se
produjo produccién de anticuerpos en forma eficiente (Walmsley AM y Arntzen C, 2000). Mas recientemen-
te, se expreso en forma soluble el antigeno VP1 de aftosa utilizando el virus del mosaico del tabaco (TMV)
como vector viral. Los extractos de plantas infectadas con el TMV-VP1 indujeron una respuesta inmune
protectora en ratones (Wigdorovitz A et al., 1999).

5. Virus X de la papa (PVX)

El PVX es el miembro tipo del grupo de los Potexvirus. Cada virién contiene una molécula de ARN
gendmico de simple cadena, de polaridad positiva. La capside viral estd compuesta por monémeros de una
Unica proteina, dispuestos en un arreglo helicoidal.

El ARN gendmico del virus tiene 6435 nucleétidos y posee 5 marcos de lectura abiertos (ORFs: Open
Reading Frame) organizados en un patrén altamente conservado. Los ORFs se numeran de 1 a 5 en direc-
cion 5-3' y codifican polipéptidos de 166 (ORF1), 24 (ORF2), 12 (ORF3), 8 (ORF4) y 25 kDa (ORF5),
respectivamente (Figura 1). El producto del ORF 1 (cominmente denominado “replicasa viral”) juega un
papel multifuncional en el proceso de replicacion del virus y el ORF5 codifica la proteina de la capside viral.
Los ORFs 2, 3 y 4 comprendidos en el denominado TB (triple bloque viral) codifican proteinas involucradas
en el movimiento viral y tienen la caracteristica de hallarse parcialmente superpuestos. El virus es transmi-
tido por inoculacién mecanica y por contacto entre plantas pero no ocurre lo mismo a través de semillas o
polen. Las infecciones de los potexvirus inducen la formacion de mosaicos, moteado, manchas en forma de
anillos y necrosis. También se ha observado clareamiento y bandeo de nervaduras. Los sintomas que
produce PVX en papa y tabaco varian desde una completa latencia hasta un bandeo necrético severo de
acuerdo con la cepa viral, el genotipo y el estado fisiolégico del hospedador.

En nuestro laboratorio (Laboratorio de Virologia Vegetal y Biotecnologia-INGEBI) se ha efectuado la
secuenciacion completa del gARN de la cepa CP de PVX (Orman et al., 1990). El PVX-CP es un aislamiento
obtenido en el Centro Internacional de la Papa (Lima, Perl) que se encuentra presente sélo en la regiéon
sudamericana.

gARN
| replicasa ] | | |
° > (A

~ l
% SGARN 2,1 ki (A),

&4

SGARN 1,4kb°l+_ (A),

!,
@bllz p8

sgARN 0,9 kI® ¢ (A)n
LT

~

Figura 1. Esquema de organizacion genémica de PVX 'y de su estrategia de expresion génica.
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6. Vectores virales: caracteristicas generales
La expresién de genes foraneos en plantas puede obtenerse a partir de secuencias de ADN integrados al

genoma de la planta (plantas transgénicas) o a partir de segmentos de ADN extracromosomal (vectores de

expresion transitoria).

La produccion de plantas transgénicas requiere de un largo periodo de cultivo de tejidos y de seleccidn
de lineas de transgénicas, en cambio, los vectores de expresion transitoria son simples, no poseen limita-
ciones de los sistemas transgénicos y pueden ser utilizados para un andlisis rapido de la funcién de un
determinado gen in vivo. Ademas, la expresion de genes heterélogos puede ser inducida en una etapa de
desarrollo avanzado, lo cual evita cualquier efecto negativo que pueda surgir en el desarrollo de la planta y
puede optimizar el rendimiento del producto deseado (Scholthof H, 1996).

Las ventajas de los sistemas de expresion basados en vectores virales de plantas son varias:

* seguridad: los virus vegetales no son infectivos para mamiferos.

* termoestabilidad: no es necesario mantener una cadena de frio.

* econdmicos: evitan el trabajo en esterilidad y los costos que representa la produccion utilizando cultivos
celulares.

* alta produccion: mayores niveles de expresion comparados con los obtenidos a nivel nuclear, ademas en
general los antigenos se expresan como fusiones a las proteinas de capside (CP). La CP es la proteina
viral mas abundante alcanzando valores de hasta 2 g/kg de tejido vegetal.

*  facil purificacion y almacenamiento de los viriones quiméricos.

*  requerimientos minimos de tiempo para ensayar nuevas construcciones utilizando manipulaciones sen-
cillas de ingenieria genética como ser clonado de vectores, amplificacién en bacterias e inoculacion
mecanica de plantas.

El éxito depende principalmente de la eleccion del antigeno y del conocimiento detallado de la proteina
de la capside del virus determindndose en qué sitios es posible insertar los péptidos para que queden
posicionados correctamente sin interferir con la formacion de los viriones (Featherson C, 1996). Las desven-
tajas que presenta la utilizacién de vectores virales lo constituyen la inestabilidad genética de las secuen-
cias foraneas introducidas y la induccién de sintomas en la planta hospedadora.

En nuestro laboratorio, se obtuvo una version infectiva de PVX (Figura 2) dentro de un vector de la serie
BlueScript en la cual la transcripcion del genoma viral se encuentra bajo el promotor T7 (pPVX3, Calamante
G, 1998). El vector viral infectivo pPVX3 se denominara en este trabajo como pBT7PVX.

pT7 REP 24K 8K CP
| | | | [
[F—
PBT7PVX 12K

Figura 2. Vector viral infectivo derivado de PVX. pT7: promotor fago T7; REP: replicasa; CP: capside; 24K, 12 K, 8K:
proteinas del triple blogue.

Dentro de un proyecto de colaboracién INGEBI-INTA, se disefié un sistema de presentacion de antigenos
foraneos en la superficie de PVX. De esta manera se obtuvo un vector viral en el cual el péptido 2a (proteasa
autoclivable de 16 aminoéacidos) del virus de la FA se expres6 como una fusién traduccional al amino-
terminal del antigeno y al carboxi-terminal de la capside (Figura 3), similar al modelo propuesto por Santa
Cruz (Santa Cruz et al., 1998). Para la obtenciéon de un virus quimérico capaz de ensamblar su capside con
CP fusionadas se requiere la presencia de CP libre en la célula. Esta proteasa requiere para su activacion la
presencia de un residuo prolina posterior a su secuencia. Dado que este contexto se encuentra modificado
en la fusion CP-2a-antigeno la eficiencia de clivaje disminuye en aproximadamente un 80% permitiendo la
expresion a partir del virus quimérico tanto de CP libre como de CP-2a-antigeno y 2a-antigeno.

En el Instituto de Biotecnologia del CICVyA-INTA (Castelar) se han caracterizado ampliamente dos
antigenos que corresponden al sitio A de la proteina VP1 y la poliproteina P1 (VP1, VP2, VP3 y VP4) del
virus de la fiebre aftosa. La respuesta inmune inducida por estos antigenos ha sido estudiada extensivamen-
te tanto en el modelo murino (Berinstein et al., 1991) como bovinos, el huésped natural mas importante
(Samuel AR, 2000). Ademas, estos polipéptidos han sido expresados como proteinas de fusién en bacte-
rias y baculovirus (Giavedoni et al., 1991; Tami et al., 1996) y en plantas transgénicas.
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pT7 REP 24K 8K CP

] | [ PR O P—
]

12K

pT7PVX

CP

CP

Figura 3. Construccion del vector viral infectivo conteniendo la proteina autoclivable 2a.

En una primera etapa de la colaboracion, las secuencias correspondientes al sitio antigénico A del virus
de la FA se subclonaron en el pladsmido intermediario, como fusién a 2a-CP. Esta construccion fue posterior-
mente introducida dentro del clon de copia completa de PVX. Las mismas construcciones fueron llevadas a
cabo con los antigenos VP1 y P1 obteniéndose los vectores pPVX2aA, pPVX2aVP1y pPVX2aP1 (Figura 4).
Los vectores virales fueron ensayados por infecciéon de plantas con ARN viral obtenido por transcripcién in

vitro. De esta manera se obtuvo un PVX que expresaba el sitio antigénico A en su superficie (Calamante G,
1999).
pT7 REP 24K 8K A2a CP

L | |  —T o i | |
-

12K
pPVX2aA

pT7 REP 24K 8K
[ | [ | D] [ [ ]
[—

12K
pPVX2avP1

pT7 REP 24K 8K P12a cP
' I [ F— - . |
[—

12K
pPVX2aP1

Figura 4. Vectores virales conteniendo los antigenos de aftosa. Todos los antigenos fueron insertados en un sitio BamHlI en la
posicion 5683 del PVX dentro de la capside. Cada antigeno esta unido a la secuencia 2a correspondiente a la proteasa autocliva-
ble la cual libera al antigeno en el momento de la replicacion dentro de la célula de la planta. A: en esta version se inserto la
secuencia de la poliproteina de aftosa P1 de 64kDa (aprox. 2200nt); B: se insert6 el antigeno VP1 de 22kDa (aprox. 800nt); C: se
inserto la secuencia correspondiente al antigeno A de 6 kDa (aprox. 200 nt). (Calamante G., 1999).
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7. Amplicones virales

Se define como amplicén viral a la construccidn genética en la cual el transgen que es expresado bajo un
promotor vegetal (por ej: 35S de CaMV) consiste en una copia infectiva de ADN del genoma viral (Figura 5).
La secuencia del gen que se desea expresar puede ser insertada dentro del genoma viral. La expresion
transgénica del amplicon es iniciada por el promotor 35S CaMV siguiendo la via normal. Luego, el ARN
mensajero es transportado del nicleo al citoplasma donde es traducido expresando la replicasa viral. La
replicasa viral reconoce entonces al mMARN como la copia infectiva del virus y comienza el paso de amplifi-
cacion del ARN por sucesivos ciclos de replicacion del virus observandose niveles superiores de expresion
comparados con los niveles obtenidos por las técnicas convencionales de expresién transgénica (Figura 6).

IR 3K S RFP 25K 8K cpP Nos RR

LI 1 I%;IQD

12K

Figura 5. Amplicon viral basado en PVX.

El uso de amplicones virales surge como una alternativa que combina las estrategias de los sistemas
integrativos y no integrativos de expresion de un transgen en plantas. Este tipo de sistemas permite combi-
nar el alto nivel de expresion asociado a la amplificacion viral con la fidelidad transcripcional propia de la
expresion nuclear. Esta estrategia eliminaria también la necesidad de realizar inoculaciones masivas nece-
sarias y disminuiria los costos de la produccidon de ARN viral in vitro, desventajas que presenta el uso de
vectores virales infectivos, ya que con los amplicones es posible obtener plantas transgénicas que expresan
el virus integrado al genoma de la planta. En el caso de virus ARN, esta estrategia es particularmente
conveniente, pues contribuye a minimizar los errores originados en la transcripcion ARN dependiente y ya
ha sido implementada con éxito para algunos virus con genoma dividido.
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Figura 6. Expresion de amplicones de PVX. Representacion esquematica del inicio del ciclo de replicacién de PVX a partir de la
expresion del amplicon. RdPp: replicasa, en rayado se indica el gen de interés (Angell SM, 1997).
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De acuerdo a los alentadores resultados y basandonos en las ventajas y desventajas de la expresion en
vectores virales se propone en este trabajo desarrollar una estrategia de produccion de amplicones que
expresen los antigenos de FA fusionados a la capside viral. El propdsito es trabajar con los 3 péptidos
correspondientes a la regién inmunogénica del virus de la fiebre aftosa: P1 (64 kDa) precursora de VP1y
VP4; VP1 (22 kDa) proteina estructural y A (6 kDa) sitio antigénico inmunodominante que contiene motivos
altamente conservados involucrados en el reconocimiento del receptor celular. En el sistema de expresion
elegido se construirdn versiones que permitan expresar dichos péptidos como proteinas de fusion a la
capside viral produciendo amplicones virales donde el gen foraneo estara flanqueado por secuencias deriva-
das de PVX. En los vectores pT7PVX, pBPVX y pGPVX el gen foraneo es expresado a partir del promotor
subgendmico (Psg) de la capside viral y la proteina expresada es una proteina de fusién amino-terminal con
la CP.

Inicialmente el sistema de expresion es no integrativo ya que sélo se utilizara el PVX cédmo vector y no
cémo amplicon viral integrable al genoma nuclear de la planta. Se evaluara la capacidad de replicacién de
los virus quiméricos por agroinfiltracion en plantas de tabaco como paso previo a la obtencién de plantas
transgénicas.

Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo consiste en el desarrollo y evaluacién de amplicones virales que
expresen antigenos especificos del virus de la fiebre aftosa utilizando el virus PVX como vector de expresion
en plantas.

Objetivos secundarios.

1. Obtencién de los PVX quiméricos que expresen los antigenos A, VP1 y P1 en su superficie como
proteinas de fusion a la capside.

2. Evaluacion de la capacidad replicativa de los amplicones virales quiméricos por ensayos de agroinfiltra-
cién y Western blot.

3. Determinacién del tamafio minimo del gen fordneo que es capaz de ser replicado por le virus.

4. Puesta a punto de la técnica de transformacion de protoplastos de la linea celular de tabaco BY-2 como
una alternativa rapida y no costosa para la evaluacién de la replicacion de amplicones quiméricos.

Resultados

1. Obtencién de los amplicones virales que expresan los antigenos del virus de aftosa en fusion con la
capside viral.

Uno de los objetivos de la tesis fue determinar el tamafio minimo del gen foraneo que puede ser replicado
por el virus a través de la expresion transitoria en plantas de tabaco. Con tal fin, se desarrollaron amplicones
virales derivados de PVX que expresan en su superficie antigenos de FA de diferentes tamafios como
proteinas de fusién de la cépside viral.

la. Subclonado de los genomas virales conteniendo los antigenos de aftosa en el vector
pBPVX.

Para el clonado de los amplicones virales que expresen los antigenos de FA se partié de los vectores
virales quiméricos previamente obtenidos en el Instituto de Biotecnologia, CICVyA-INTA Castelar. (figura 4,
Introduccién). Dichos vectores virales quiméricos expresan el genoma de PVX a partir del promotor T7
(pT7PVX2aA, pT7PVX2aVP1 y pT7PVX2aP1l). En dichas copias, los antigenos de aftosa (A, VP1 y P1,
respectivamente) fueron insertados dentro del sitio BamHI en la posicion 5683 del genoma de PVX de
manera de quedar fusionados con la cépside viral. Entre la secuencia del antigeno y de la capside se
encuentra insertada la secuencia de la proteasa 2a del virus de aftosa, que como ya se explico tiene la
capacidad de autoproteolizarse (figura 4, Introduccion).

Se subclond el fragmento de restriccién de Nhel de los vectores virales quiméricos en el amplicon viral
pBPVX digerido con la misma enzima. De esta manera se obtuvieron amplicones virales quimeéricos que se
expresan a partir del promotor 35S de CaMV y que contienen los antigenos de aftosa fusionados a la
capside bajo la regulacién de proteasa 2a (pBPVX2aA, pBPVX2aVP1y pBPVX2aP1) (figura 1a, panel A). El
primer paso consistié en la obtencion de los insertos Nhel obtenidos a partir de la digestion de los vectores
pT7PVX2aA, pT7PVX2aVP1 y pT7PVX2aP1 (figura 1a, panel B) y en la preparacion del vector pBPVX por
digestién con Nhel y consecuente desfosforilacion.

Luego de la reaccion de ligacién, se transformaron bacterias E.coli DH10B por electroporacion y se
plaguearon en medio LB conteniendo ampicilina. A partir de las colonias obtenidas se prepardé ADN plasmi-
dico y se analizé por restriccion con la enzima BamHI para P1
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y VP1 y con Hindlll para A. Ambas enzimas tienen sitios de corte dentro de la secuencia de PVX 'y no
poseen sitios dentro del vector. Las bandas esperadas para la digestion con BamHI son de: 800bp (corres-
pondiente al antigeno), 1660bp, 2723bp y > 6000bp para el caso de VP1 y de 1660 bp, 2200bp (antigeno),
2723bp y > 6000bp para P1. Para la digestién con Hindlll las bandas esperadas son: 1100bp (indica corte
dentro de la secuencia de A), 1500bp, y >6000bp. De los tres experimentos realizados se analizaron 10
colonias de las cuales 7 resultaron positivas para VP1 y A. En el caso de P1, 5 colonias mostraron tener el
inserto correspondiente. En la figura 1a, panel C se muestran los resultados obtenidos para un experimento.

A)
IThel Ihel Ihel Ihel
4874 5792 4874 5792
rer | [ Hep ] BER | a8 | Epi)
pETTPVE pEPVE
Ihel Ihel
Ihel Ihel
: T T
e fr| [crp |
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T4 ADN ligasa
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355 REF TE CP | inserto CP |t
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Figura 1a. Subclonado de los antigenos de FA en el amplicon viral pBPVX. A) Estrategia de subclonado en el vector pBPVX.
REP: replicasa, TB: triple bloque, CP: capside B) Digestion de los clones pBT7PVX con la enzima Nhel. pBT7PVX2aA cortado
(1), sin cortar (2); pBT7PVX2aVP1 cortado (3), sin cortar (4); pBT7PVX2aP1 cortado (5), sin cortar (6); M: marcador de peso
molecular 1kb Ladder. C) Chequeo de las transformantes. C(1): pBPXV2aA cortado con Hindlll (1), sin cortar (2). C(2):
Digestion con BamHI: pBPXV2aVP1 cortado (1), sin cortar (2); pBPVXP1 cortado (3), sin cortar (4). Todos los fragmentos de

restriccion se analizaron en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio.

1b. Clonado de los amplicones virales quiméricos en el vector binario pGreen base.

Con el propoésito de obtener amplicones quiméricos que puedan ser replicados y expresados en plantas,
los amplicones virales pBPVX2aA, pBPVX2aVP1 y pBPVX2aP1 fueron subclonados en el vector binario
pGreen el cual posee dos origenes de replicacion: uno para E.coli, organismo donde la manipulacion
genética es mas sencilla y otro para Agrobacterium, posibilitando la infeccion de plantas. En este vector el
gen de la replicasa RepA (necesario para la replicacion del plasmido) se encuentra delecionado de manera
de generar un pladsmido de tamafio mas reducido para facilitar los clonados. El nuevo vector denominado
pGreen base, necesita como complemento en la transformacion de células de Agrobacterium, la co-trans-
formacién con el plasmido pSoup el cual aporta el gen RepA en trans (figura 1b).

St (1907)

Bl (3) Bl (1956

LB

pGreenll plasmid backbone
2495 hp

BseHl

Para el clonado, los amplicones virales fueron dige-
ridos con la enzima Kpnl y subclonados en el vector
pGreen base previamente digerido con la misma enzi-
ma y desfosforilado. Se transformaron bacterias E.coli
DH10B y se plaquearon en medio LB con kanamicina
como agente de seleccion. En todas las placas se
obtuvieron un alto nimero de colonias y ninguna en el
control de la ligacion, analizdndose 5 colonias para
cada una de las construcciones resultando todas posi-
tivas (figura 1c). De esta manera se obtuvieron los am-
plicones quiméricos pGPVX2aA, pGPVX2aVP1 y
pGPVX2aP1.
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Figura 1b. Vector binario pGreen y vector pSoup.
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B)
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Figura 1c. Clonado de los amplicones quiméricos en el vector binario pGreen. A) Estrategia de clonado en el vector pGreen
base. B) Chequeo de las transformantes con la enzima Kpnl. En todos los casos se observan dos bandas correspondientes a
pGreen (4300bp) y PVX quimérico (>6000 bp): pGPVX2aA (1), pGPVX2aVP1 (2), pGPVX2aP1 (3), M: marcador de peso
molecular 1 kb Ladder.

2. Anadlisis de la expresién de los amplicones virales en plantas de tabaco.

2a. Obtencién de cepas transformantes de Agrobacterium tumefaciens que expresen los
amplicones virales.

Debido a que la agroinfiltracién fue el método utilizado para determinar la expresion transitoria de los
amplicones, resultd necesario transformar células de Agrobacterium tumefaciens con los vectores quiméri-
cos.

Se utilizé la técnica de electroporacion para transformar las células de A.tumefaciens, segun se describe
en Materiales y Métodos. La cepa utilizada GV3101 posee resistencia a los antibiéticos rifampicina y
gentamicina. Debido a que el plasmido pGreen tiene delecionada una porcién de su genoma que correspon-
de alas proteinas de la replicacién, se debio co-transformar con el plasmido pSoup portador de la secuencia
necesaria para la replicacién de pGreen. En este caso pGreen posee resistencia al antibiético kanamicina
y pSoup a tetraciclina, por lo tanto las transformaciones debieron ser chequeadas en placas de LB conte-
niendo los cuatro antibiéticos. En todas las placas se observaron de 4 a 8 colonias las cuales fueron
verificadas por PCR.

Como se observa en la figura 2a todos los segmentos amplificados corresponden a una porcion dentro
PVX de aproximadamente 700bp a los que se le suma en los distintos casos el tamafio del antigeno
fusionado, correspondiendo para el antigeno A una banda amplificada de 900bp, para VP1 de 1700bpy para
P1 de 3900bp respectivamente.

F00bp —
1700y —
900y —

Figura 2a. Determinacion de la presencia de los amplicones virales en la cepa GV3101 por PCR. Los fragmentos de PCR
fueron analizados en geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio: pGPVX2aA (1), pGPVX2aVP1 (2), pGPVX2aP1 (3),
GV3101 como control negativo (4), pGPVX como control positivo (5).
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2b. Agroinfiltracién de hojas de Nicotiana tabacum cv. samsun

Luego de chequear que la transformacion de la cepa de Agrobacterium tumefaciens fue positiva, las
colonias transformantes fueron crecidas en medio LB en presencia de los antibidticos correspondientes
durante toda la noche a 28°C. A partir de estos cultivos se reinocularon medios LB conteniendo los siguien-
tes componentes: sacarosa 0,5%, MgSO, 2mM, MES pH 5,6 10mM y acetosiringona 2mM y se dejaron
crecer toda la noche. Los cultivos fueron resuspendidos en MMA y acetosiringona 200mM hasta una DOy,
= 2, y se inocularon hojas de plantas jovenes con jeringas de 1ml sin aguja. En todos los casos la agroinfil-
tracion se realizé en el segundo par de hojas de cada planta y en cuatro puntos distantes dentro de la hoja.
Se realizaron dos controles negativos: en el primero se inoculé con agua y en el otro con la cepa GV3101 de
Agrobacterium. El control positivo se realizé inoculando hojas con la construccién pGPVX. Las mismas
construcciones fueron analizadas por agroinfiltracion en plantas de Nicotiana benthamiana.

Entre los 5-7 dias post-inoculacion (dpi) se pudo observar la presencia de sintomas en las hojas inocula-
das del control positivo (pGPVX), los cuales a través de los dias fueron propagandose a las hojas nuevas
estableciendo una infeccion sistémica. En el caso de las plantas agroinfiltradas con los amplicones virales
los primeros sintomas aparecieron en las hojas inoculadas con pGPVX2aA (10-12 dpi) y para los amplico-
nes pGPVX2aVP1l y pGPVX2aP1 los sintomas aparecieron en forma mas tardia (15-17 dpi). Los controles
de plantas inoculadas con agua o0 GV3101 nunca presentaron sintomas. En todos los casos los sintomas
se presentaron inicialmente como un clareamiento de las nervaduras y posterior formacion de anillos ama-
rillentos. A pesar que todos los amplicones quiméricos fueron capaces de establecer una infeccién sistémi-
ca ésta nunca fue tan severa que matara a la planta. Comparadas con las plantas controles las plantas
infectadas demoraron su crecimiento como consecuencia de la infeccion viral (Figura 2b).

A)
A) Planta agroinfiltrada B) Planta control
o
B
.
:ﬂ"
B)

h. inoculada h. control

Figura 2b. Observacion de sintomas de infeccion viral en platas N. benthamiana. A) Comparacién de plantas infectada y no
infectada. Planta control dénde no aparecieron sintomas y de crecimiento normal (A). Se observa la presencia de sintomas en
hojas de N.benthamiana luego de 30 dias post-infeccion B) Comparacion de hojas de plantas infectada y no infectada obser-
var las diferencias en tamafio y la presencia de anillos amarillentos.
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2c. Andlisis por Western blot de la expresién de los antigenos fusionados a la capside viral.

En todas las plantas se tomaron muestras (2 discos de hoja) a los 5 dpi en las hojas inoculadas y a los
15 dpi en hojas superiores para analizarlas por Western blot con los anticuerpos especificos. Todas las
muestras se homogeinizaron en buffer de siembra para proteinas y se calentaron a 100°C durante 5 min para
desnaturalizar todas las proteinas; luego se sembraron en geles de poliacrilamida 12%.

Para detectar la presencia de PVX se utilizé un anticuerpo policlonal levantado contra virus purificado
que reconoce especificamente la CP de PVX. Para detectar la presencia de los antigenos de FA se utilizé
un anticuerpo monoclonal levantado contra el antigeno A. La presencia de la protesa 2a en el amplicon
permitird la observacion de: CP libre, CP fusionado al antigeno y el antigeno libre unido a la proteasa.

(A) (B)

—351kD=
—34kDa

Figura 2c: Andlisis por Western blot de la expresion de los amplicones quiméricos en planta de N. benthamiana.. Se extrajeron
2 discos de hojas superiores de cada planta agroinfiltrada con los distintos amplicones , se separaron las proteinas por SDS-
PAGE y se realiz6 un Western blot como se describe en Materiales y Métodos. Se utiliz6 un anticuerpo anti-CP de PVX y otro

anti-A de FA. En todos los casos se sembraron 15 ml de muestra. A) Revelado anti-CP: pGPVX (1), pGPVX2aA (2),
pGPVX2aVP1 (3), pGPVX2aP1 (4), GV3101 (5), M: Marcador de peso molecular para proteinas. B). Revelado anti-A de las
mismas muestras analizadas con anti-CP.

©) D)

Figura 2d. Comparacion de la expresion temporal en hojas inoculadas de plantas infectadas con el amplicon pGPVX-VP1. 1)
hoja inoculada 10 dpi 2) hoja inculada 20 dpi. Revelado anti-CP (C), revelado anti-A (D).

A través del analisis de Western blot con los anticuerpos anti-CP y anti-A pudimos determinar que los 3
amplicones quiméricos fueron capaces de producir CP libre, sin embargo soélo los amplicones conteniendo
Ay VP1 fueron capaces de expresar la CP fusionada a los antigenos correspondientes. Como se puede ver
en la figura 2b, el anticuerpo anti-CP revela 2 bandas proteicas principales de aproximadamente 28 kDa
tanto en el control de plantas inoculadas con pGPVX como en las plantas inoculadas con los amplicones
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quiméricos. En los controles negativos estas bandas no fueron observadas lo que confirma la especificidad
del reconocimiento inmunoldégico. Actualmente se sabe que la CP de PVX es fosforilada in vivo por lo tanto
las 2 bandas podrian corresponder a diferentes isoformas de fosforilacion de CP. En el caso de la deteccion
con anti-A observamos que tanto las plantas inoculadas con el amplicon pGPVX2aA como el pGPVX2aVP1
muestran la presencia de 1 o 2 bandas de aproximadamente 48-51 kDa que correponderian a la CP fusiona-
da a los antigenos correspondientes. En el caso del amplicon pGPVX2aP1 nunca se observé en la plantas
infectadas reaccion inmunolégica contra el anticuerpo anti-A. Sin embargo cuando el anticuerpo anti-CP fue
utilizado se detectaron siempre dos bandas proteicas y una tercera levemente mayor. Las dos bandas
podrian corresponder a la CP libre y la tercera a una CP fusionada a una pequefia parte de P1 la cual
corresponderia a una regién que no posee el sitio antigénico A y por lo tanto no seria reconocida inmunol6-
gicamente por el anticuerpo anti-A.

El modelo de expresion con la proteasa 2a predice que una muy baja proporcién de las CP expresadas
guedara fusionada a los antigenos, por lo tanto la CP libre siempre se encuentra en exceso con respecto a
la CP fusionada. En el caso de los amplicones A y VP1 la observacion de CP fusionada con el anticuerpo
anti-CP fue muy dificultosa debido a por un lado la cantidad de CP fusionada es mucho menor que la de la
CP libre y por el otro el anticuerpo comercial es altamente especifico pero muy poco sensible ya que ha sido
levantado contra otra cepa de PVX. Aun asi en algunos de los experimentos fue posibles observar la presen-
cia de CP fusionada con anti-CP.

El efecto de la accion de la proteasa 2a se observa claramente en la figura 2c. En dicha figura se muestra
la expresiéon de un amplicon pGPVX2aVP1 a distintos tiempos post-inoculacién. A los 10 post-inoculacion
se pueden observar dos intensas bandas proteicas que reaccionan con el anticuerpo anti-A. Dichas bandas
corresponden a CP fusionada sin embargo la misma muestra proteica practicamente no muestra reaccion
al anticuerpo anti-CP, indicando que la presencia de CP libre es muy baja. Las muestras tomadas a partir de
la misma planta a los 20 dias post-inoculacion muestran la presencia de CP libre y una marcada disminu-
cién en la cantidad de CP fusionada.

Los resultados presentados en las figuras 2c y 2d corresponden a infecciones de plantas N. benthamia-
na, resultados similares se obtuvieron con plantas N. cv samsun.

La estabilidad y viabilidad de los amplicones quiméricos A y VP1 fue confirmada por sucesivas reinocu-
laciones de plantas de tabaco con virus quiméricos obtenidos de plantas agroinfiltradas. Se llevaron a cabo
3 pasajes sucesivos por reinoculacién de virus aislados de plantas infectadas y en todos los casos se
observé que los viriones mantenian la capacidad de expresar CP fusionada a los antigenos.

3. Andlisis de la expresidn transitoria de los amplicones quiméricos en protoplastos de tabaco.

3a. Puesta a punto de la técnica de transformacién de protoplastos por electroporacion y por
PEG utilizando GFP como gen reportero.

A partir de una suspension de la linea celular BY-2 de tabaco se prepararon protoplastos por degradacion
de la pared celular con enzimas liticas. Luego de este tratamiento y previo a la transformacion se determiné
el nimero de protoplastos viables que resulté ser de un 95 a 100% y se ajustd la concentracién de la
muestra 1x108 células/ml. En la figura 4a se puede observar la morfologia de las células antes y después del
procedimiento de protoplastizacion.

Se evaluaron dos métodos de transformacion: electroporacion y transformacion con polietilenglicol (PEG).
En ambos casos el gen reportero utilizado fue el gen de la proteina verde fluorescente (GFP, green fluores-
cent protein). Se llevaron a cabo 4 experimentos independientes para cada método, en la tabla 1 se presen-
tan los datos obtenidos a partir de un experimento representativo. Como se puede observar en el caso de la
electroporacion la cantidad de protoplastos viables luego del pulso eléctrico fue alta (50%) sin embargo la
eficiencia de transformacién de estos protoplastos viables fue muy baja (2%). Por el contrario la transforma-
cion con PEG resulté en una alta mortalidad de los protoplastos sin embargo un alto porcentaje de los
mismos (50%) resulté transformado. Por otro lado, los resultados con PEG resultaron mas reproducibles.
En la figura 4b se muestra una muestra de protoplastos transformados expresando GFP. Teniendo en cuenta
estos resultados se decidié adoptar la técnica de transformacién con PEG para evaluar la expresion transi-
toria de los amplicones quiméricos.

3b. Transformacién con PEG de protoplastos con los amplicones quiméricos.

Los experimentos iniciales de transformacién de protoplastos con los amplicones quiméricos no dieron
resultados positivos. La deteccién de protoplastos transformados en el caso de los amplicones se lleva a
cabo por Western blot que es una técnica mucho menos sensible que la observacion de GFP en el micos-
copio. Por esta raz6n suponemos que la cantidad total de protoplastos transformados no es suficientemen-
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te alta como para detectar la expresion de CP. En principio lo mas importante seria aumentar el nimero de
protoplastos viables ya que la eficiencia de transformacion del PEG es alta. Particularmente pensamos
ensayar con PEG de mayor calidad, dado que la experiencia de otros laboratorios ha determinado que la
calidad del PEG utilizado es esencial para la viabilidad de los protoplastos.

Figura 4a. Morfologia de la linea BY-2 antes y después del tratamiento con enzimas liticas. Se parti6 de un cultivo de 100ml de
células de la linea BY-2 de tabaco, se centrifugo y resuspendié en 5ml de la mezcla de enzimas (0.01% celulasa y 0.001 %
pectoliasa) y se dejo en agitacion 2 h para degradar la pared celular. Los protoplastos se resuspendieron en buffer PIM (para
electroporacion) o en W5 (para PEG). Linea celular BY-2 antes del tratamiento con enzimas (A). Protoplastos (B).

Tabla 4b. Transformacidn de protoplastos de BY-2 por electroporacion y PEG.

Tipo transformacion| Protoplastos totales P. Viables P. Transformados | Eficiencia transformacion
PEG 1 millén/ml 2x10° 5x10" 50%
Electroporacion 1 millér/ml 5x10° 1x10" 2%

Figura 4c. Chequeo de la transformacion de protoplastos, utilizando GFP como gen reportero. Observacion de protoplastos
luego de la transformacion (usando ambas técnicas) en microscopio de luz (A) y en microscopio de fluorescencia (B).

Discusién

En la primera etapa del trabajo se obtuvieron amplicones virales que expresan los antigenos de FA a
partir de los vectores virales infectivos desarrollados previamente en el laboratorio. Estos amplicones fueron
clonados en un vector binario con el propésito de transformar células de A. tumefaciens. Se inocularon
mecanicamente hojas de tabaco, y la expresion de la CP de PVX y de los diferentes antigenos de FA se
detectd por ensayos de Western blot.

La CP se detect6 en las hojas inoculadas con todos los amplicones obtenidos a partir de PVX. En estas
plantas también se detectd la expresion de CP en las hojas superiores (infeccion sistémica) y se observaron
los sintomas caracteristicos de PVX (anillos amarillentos y clareamiento de las nervaduras).
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La presencia del antigeno de FA fusionado a la capside viral se detecté en el caso de Ay VP1 pero no en
P1. Esto puede ser debido al gran tamafio que posee la poliproteina que impediria la replicacion del virus. En
los experimentos con P1 se observd que la aparicion de sintomas era siempre tardia y que la CP que se
expresaba era mayoritariamente una proteina con un tamafio ligeramente mayor que la CP del virus normal.
Estos resultados sugieren que en el caso del amplicon pGPVX2aP1 podrian ocurrir eventos de recombina-
cién dentro de la secuencia de la CP que darian como resultado un virus capaz de replicarse pero que
conserva soélo una pequefia region de la poliproteina P1.

Se demostrd que los amplicones pGPVX2aA y pGPVX2aVP1 son capaces de replicarse en plantas de
tabaco y que la informacién genética contenida en los virus quiméricos es estable a través de las sucesivas
reinfecciones.

Por otro lado los resultados obtenidos sugieren que el tamafio maximo de un gen fordneo que puede
expresar PVX como fusion a la capside viral es de aproximadamente 800bp, correspondiente al tamafio de
VPL1.

El sistema de expresion transitoria en plantas de tabaco constituy6 una herramienta muy valiosa para el
estudio de los amplicones quiméricos en una forma rapida y econémica como paso previo a la realizacion de
plantas transgénicas. Sin embargo el método de la agroinfiltracion tiene como limitante la cantidad de
plantas con las que se pueden contar en un tiempo determinado y el tiempo de crecimiento de la misma.
Con el objetivo de desarrollar un sistema de expresion mas rapido que nos permitiera realizar ensayos de
expresion semanalmente y a mayor escala, se iniciaron los estudios para establecer las condiciones de
transformacion con ADN de protoplastos por la técnica de electroporacion y transformacion con polietilengli-
col. A pesar de haber obtenido resultados positivos utilizando el gen reportero GFP los experimentos reali-
zados con los amplicones derivados de PVX no dieron resultados satisfactorios. En base a la experiencia de
otros laboratorios estamos estudiando los parametros que podrian afectar la eficiencia de transformacion.
Estan siendo actualmente evaluado en el laboratorio diferentes calidades y grados de polimerizacion del
PEG vy la posibilidad del aumento del nimero de protoplastos transformados por ensayo.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, hemos iniciado la obtencion de plantas transgénicas
gue expresan los péptidos antigénicos A y VP1 del virus de la fiebre aftosa, lo que permitird la utilizacion
potencial en la produccién de vacunas de interés en medicina veterinaria.

Materiales y Métodos

1. Lineas de plantas
Se utilizaron plantas y Nicotiana Benthamiana y Nicotiana tabacum cv. Sansum.

2. Virus
Se utilizé la cepa infectiva CP2 de PVX (Calamante G, 1998) aislada en el Centro Internacional de la
Papa (Lima, Perq).

3. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Escherichia coli: Se utilizé la cepa DH10B. Todos los cultivos se realizaron en medio LB (triptona 10g/L,
extracto de levadura 5g/L, NaCl 10g/L). En los medios sélidos, se agregé 4gar hasta una concentracion final
de 1,5%. Los antibiéticos utilizados fueron los siguientes: ampicilina (100mg/ml), kanamicina (50mg/ml) y
tetraciclina (3mg/ml). La temperatura de crecimiento fue de 37°C con una agitacién de 200 rpm.

Agrobacterium tumefaciens: se utilizé la cepa GV3101 resistente al antibiético rifampicina (100mg/ml)
gue porta el plasmido pMPOORK el cual contiene el gen de resistencia al antibiético gentamicina (50mg/ml).
El crecimiento se realiz6 en medio LB a una temperatura de 28°C y con una agitacion de 150rpm.

4. Métodos de ingenieria genética

Las técnicas de ADN recombinante se efectuaron de acuerdo con protocolos estandar (Sambrook et al.,
1989; Ausubel et al., 1984). Las enzimas empleadas se compraron a New England Biolabs y se utilizaron
segun las especificaciones del fabricante.

5. Vectores

Los plasmidos comerciales utilizados fueron: pBlueScript SK+ (Invitrogen), pGreen y pSoup (John Innes
Centre, UK). El vector pGreen fue modificado por delecion de todos los sitios de restriccion presentes en el
sitio de clonado mdltiple a excepcién del sitio para la enzima Kpnl. Esta version modificada se denominé
pGreen base (pGB).
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La construccion del vector de copia completa e infectiva pPVX3 fue previamente obtenida en nuestro
laboratorio por la Dra. Gabriela Calamante (Calamante G., 1998) y en este trabajo se la denomind pT7PVX.
Los vectores PVX2aA; pPVX2aVP1 y pPVX2aP1 fueron obtenidos y gentiimente cedidos por los Dres.
Calamante G., Tami C. y Taboga O. del Instituto de Biotecnologia, CICVyA-INTA Castelar.

6. Ligado a vectores

En cada reaccion de ligacion se utilizaron entre 20 y 100ng de vector. Los volimenes de reaccion fueron
de 20ml, utilizando 0,5ml/U de la enzima T4 ADN ligasa y 4 ml de buffer de ligacion 5X. Las ligaciones se
realizaron durante toda la noche a 16°C. Se incluyé siempre un control sin inserto, para poder estimar el
aporte del vector no cortado o religado al numero total de colonias obtenidas luego de la transformacién. Se
llevaron a cabo varias reacciones, manteniendo constante la masa de vector y variando la cantidad de
inserto.

7. Preparacién de bacterias E.coli (DH10B) competentes

Se inocularon 100ml de medio de cultivo LB con 1ml de E.coli DH10B en fase estacionaria de crecimien-
to. Se crecio a 37°C con agitacion (200-300 rpm) hasta DO,,=0,5-1. Se mantuvo 20 min en hielo y se
centrifugé a 3000 rpm, durante 15 min a 4 °C. El precipitado se resuspendio en 1L de agua milli Q friay se
volvid a centrifugar. Este paso se repitié lavando con 500ml de agua. El precipitado obtenido se resuspendié
en 20 ml de glicerol 10% frio y se centrifugd. Finalmente el precipitado se resuspendi6é en 2-3ml de glicerol
10% (frio) y se dividié en alicuotas de 50-60ml, las cuales se guardaron a -70°C hasta el momento de ser
utilizadas.

8. Transformacién de bacterias E.coli competentes por electroporacion

Las bacterias E.coli competentes mantenidas a -70°C se descongelaron rapidamente y se dejaron en
hielo. Se tomaron 2ml de muestra de ADN plasmidico y se mezcl6 con las células de E.coli. Se introdujo la
mezcla en un cubeta de electroporacion de 0,2cm (BioRad) y se aplicé un pulso eléctrico con los siguientes
parametros: 2.5kV y 5 miliseg. Inmediatamente se le agregd medio SOC (2% triptona, 0,5% extracto de
levadura, 10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCl,, 10mM MgSO,, 20mM glucosa). Luego de incubar 1h a
37°C se plaqued en medio LB con el agregado de los antibiéticos correspondientes.

9. Transformacién de bacterias Agrobacterium tumefaciens competentes

Similar a la transformacién de bacterias E.coli. En este caso se utilizé un programa de electroporacion
con los siguientes pardmetros: 2.2kV y 5 milliseg y cubetas de electroporacién de 0,1cm segun las especi-
ficaciones del fabricante.

10. Preparacion de ADN plasmidico
10.1 Minipreparacion de ADN plasmidico (purificacién rapida para el andlisis de recombinantes)
Se obtuvo ADN plasmidico a partir de cultivos de bacterias crecidas en agitacién durante toda la noche.
Las células fueron cosechadas por centrifugacion a 13000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se descarté
y el precipitado fue resuspendido en 300ml de solucién P1, agitando vigorosamente en vértex. Se agregaron
300ml de solucién P2, se mezclé por inversién y luego de un reposo de 4 min se le agreg6 300ml de solucién
P3 fria, luego de mezclar se dejo en hielo por 10 min. Se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a 4°C y el
sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo de microcentrifuga limpio. Se adicionaron 0,7 volimenes de
isopropanol 100% y se centrifugd a 13000rpm durante 10 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se lavé el
precipitado con un volimen igual de etanol 70%, se centrifugd por 5 min y se descarté el sobrenadante. Se
dej6 secar y por ultimo se resuspendio el ADN plasmidico en 20-30ml de agua milliQ. Solucion P1: Tris-HCI
25mM pH8, glucosa 50mM, EDTA 10mM, RNAsa (100mg/ml). Solucién P2: 0.2N NaOH, 1% SDS. Solucidn
P3: AcK 3M pH 5,2.

10.2 Utilizando kits comerciales

En el caso de las transformaciones de protoplastos, el ADN plasmidico se preparé utilizando los kits
comerciales (Midi-prep, QIAGEN) para la obtencion de ADN plasmidico de alta calidad, siguiendo las espe-
cificaciones de los fabricantes.

11. Digestion enzimatica del ADN plasmidico

Para verificar la presencia de los insertos correspondientes, el ADN plasmidico fue digerido con las
enzimas de restriccion adecuadas en un volimen final de 30ml utilizando 0.5 U de enzima y el buffer
indicado por el fabricante.
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12. Purificacién de ADN a partir de geles de agarosa
Se utilizé el kit Magic PCR Preps DNA Purification System (Promega) para la purificacion de insertos y
vectores digeridos. Se realizé un gel de agarosa 1% en buffer TAE 1x. El protocolo de purificacion se realizé
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

13. Reaccidn de desfosforilacion

La reaccion de desfosforilacion se realiz6 en vectores para evitar el religado antes de realizar las reaccio-
nes de ligacidon con los insertos. En todos los casos se utilizaron 1U/mg ADN de la enzima fosfatasa
alcalina de intestino de ternera (CIP) y el buffer de reaccién correspondiente (New England Biolabs), se
incubd 2 h a 37°C. El vector desfosforilado se purificd por el kit detallado en el punto 12.

14. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volimen final de 50ml. Las concentraciones
finales utilizadas fueron: buffer de PCR 1x, MgCI 1,5mM, dNTPs 0,2mM, Taq polimerasa 1U y oligonucleoti-
dos 3C y 3D 1mM. La cantidad de ADN molde agregada varié de 1 a 3 ml.

Se utilizé el siguiente programa de amplificacion:

desnaturalizacion inicial 10 min a 94°C
desnaturalizacion 45 seg a 94°C

33 ciclos anillado de los oligos 45 seg a 50°C
polimerizacion 3 min a 72°C

polimerizacién final 2min a 72°C

La secuencia de los oligonucledtidos utilizados se detalla a continucion:
Oligo 3C: 5-AAAGGGCCCGGCGCGCCCGGGATCAAGGCTCTGGCTAATCT-3'
Oligo 3D: 5-GGTAGTGAAACAACTGCTTCTGCAACAGTCGT-3’

15. Agroinfiltracién

Se utilizé el protocolo modificado de Van der Hoorn, 2000.

Dia 1: Se largaron preindculos de 3ml de placas frescas de Agrobacterium en LB con el agregado de los
antibidticos correspondientes y se crecieron toda la noche a 28°C con agitacién (200 rpm).

Dia 2: Se inocularon 250ml de cultivo en 25ml de LB mas antibidticos y los siguientes agregados:
sacarosa 0.5%, MgSO, 2mM, MES pH 5,6 10mM y acetosiringona 2mM. Se dejé toda la noche en agitacion
a 28°C.

Dia 3: Luego de chequear que el cultivo llegé a una OD,,,= 0,6 a 1,2, se cosecharon las células por
centrifugacion (10 minutos a 3000 rpm ). Se resuspendio en medio MMA hasta una DO, final de 2 y se
agreg6 acetosiringona a una concentracion de 200mM. Se dejaron reposando las células por 2 h y se
agroinfiltraron las hojas con jeringas de 1ml descartables sin aguja.

MMA (1L) pH 5,6: 5g MS, 1,95g MES, 20% sacarosa.

16. Electroforesis

Geles de agarosa: Se utilizaron geles de agarosa de 1y 1,5%. El buffer utilizado fue TAE (Tris-acetato
40mM pH 8,5, EDTA 2mM). Los geles contenian 0,5mg/ml de bromuro de etidio. En general, las corridas
electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm y a temperatura ambiente. La composicion del buffer de siembra
10x utilizado fue: glicerol 50%, Azul de bromofenol (BPB) 1%. Los geles fueron fotografiados utilizando luz
UV de 365nm en Image Master trans-illuminator (Amershan Pharmacia).

Electroforesis de proteinas: Se realizaron geles planos de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE, segun Lae-
mmeli, 1970) de 10x10 cm y 0,75 a 1,5 mm de espesor, utilizando el sistema Mini-Protean 1I™ (Hoeffer).
Antes de sembrar las muestras se calentaron a 100(C durante 3 min en buffer de siembra para proteinas
(Tris-HCI 250mM, pH 6,8, SDS 0,5%, glicerol 5%, b-mercaptoetanol 1% v/v, BPB 0,05 mg/ml). La corrida
electroforética se realiz6 a 100V y los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para realizar
ensayos de Western blot.

La composicion de los geles y soluciones utilizadas fue la siguiente:
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Gel separador 12 % (7.5 ml):

Acrilamida-bisacrilamida 30% (30:1) 3ml
Tris-HCI 1.5M, pH 8.8 1,9 ml
Agua destilada 2.5 ml
SDS 10% 75 mi
Persulfato de amonio 10% 75 ml
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina 3mil

Gel concentrador 5 % (3 ml):
Acrilamida/bisacrilamida 30 % (30:1) 300 mi

Tris-HCI 1 M, pH 6,8 720 mi
H,O destilada 1,9ml
SDS 10 % 100 ul
Persulfato de amonio 10 % 31 u
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina 35u

Buffer de corrida:

Buffer Tris-HCI, pH 8,8 25 mM
glicina 190 mM
SDS 0,1 %

Los geles se prepararon segun el protocolo detallado en (Ausubel et al.,1984).

17. Western blot

Se utilizé el sistema Mini Trans-Blot™ (BioRad). Luego de la corrida electroforética, el gel se sumergié
en buffer de electrotransferencia (Tris-HCI 50mM pH 7,5, glicina 196 mM, metanol 20 %). Se cort6 un trozo
de nitrocelulosa (BA 85 0,45 (m Schleicher & Schuell) del tamafio del gel y se lo dejé hidratar unos minutos
en el buffer. Se colocaron, ordenadamente y evitando la formacién de burbujas, 1 esponja tipo Scotch Brite
(BioRad), 1 hoja de papel filtro Whatman 3MM, el gel, la membrana de nitrocelulosa, otra hoja de papel de
filtro Whatman 3MM y otra esponja tipo Scotch Brite (BioRad). Todo esto se ensamblé en el cartucho de
transferencia y se colocé dentro de la cuba de electrotransferencia (BioRad), que luego se llen6 de buffer. La
transferencia se llevé a cabo a 60 V (voltaje constante) durante 45 min, siempre en frio. Una vez transferida,
las membranas se incubaron en solucién de bloqueo (TTBS [Tris-HCI 50mM pH 8, NaCl 150mM (TBS),
Tween 20 0,05-0,1 %]y 5 % de leche descremada en polvo) durante toda la noche en frio, y se hicieron 3
lavados de 5 min con TTBS. Se incubé con el primer anticuerpo a la diluciéon adecuada disuelta en solucion
de bloqueo durante 60 min a temperatura ambiente con agitacion. Se lavé 2 veces durante 5 min con TTBS
y 1 vez con TBS. Se incub6 con un segundo anticuerpo anti-conejo o anti-ratdn (segun fuera el revelado de
CP o A respectivamente) conjugado a fosfatasa alcalina (BioRad), preparado en solucién de bloqueo, duran-
te 45 min. Se lavé 3 veces con TBS durante 5 min cada vez, a temperatura ambiente. Se lavd una vez con
buffer fosfatasa (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM), durante 5 min a temperatura ambien-
te. Finalmente se revel6 utilizando la solucion de revelado de BCIP-NBT, preparada de la siguiente manera:
66 ml de BCIP (bromo-cloro-indoil-fosfato 60 mg/ml en dimetil formamida 100%), 66ml de NBT (nitro-blue-
tetrazolium 50mg/ml en dimetil formamida 70%) y buffer fosfatasa hasta 10ml.

Antisueros utilizados
El antisuero anti-CP de PVX comercial (Adgen S.A.).
Los antisueros anti-A de FMDV fueron gentilmente cedido por la Dra. Gabriela Calamante, INTA Castelar.

18. Extraccién de proteinas

Se tomaron 2 discos de hojas utilizando la tapa de un tubo de microcentrifuga a modo de sacabocado.
Las muestras se homogeinizaron inmediatamente en 100ml de buffer de siembra para proteinas. Se calen-
taron a 100°C durante 5 min y se sembraron inmediatamente en un gel de poliacrilamida de proteinas, o se
guardaron a —20 °C hasta su utilizacion.

19. Preparacién de protoplastos a partir de la linea celular BY-2 de tabaco

Se partié de un cultivo de 100ml de células de la linea celular de tabaco BY-2. Se centrifug6 todo el
cultivo y las células se resuspendieron en 5ml de la mezcla de enzimas (0.01% celulasa y 0.001 % pecto-
liasa) y se dej6 en agitacion 2 h para digerir la pared celular.

27



Tesinas Expresion de antigenos de fiebre aftosa en amplicones virales basados en el virus X de la papa

Luego se lavo con buffer PIM (250mM Manitol, 12mM Acetato de Na pH5,8, 50mM de CaCl,) o W5
(154mM Manitol, 125mM CacCl2, 5mM KCI, 2mM MES pH 5.7) 3 veces segun se utilizara para electropora-
cion o transformacion con Polietilen Glicol (PEG), respectivamente. Finalmente se resuspendié en 5ml de
buffer de electroporacion (200mM Manitol, 150mM NaCl, 5mM CaCl,, 10mM Hepes pH 7,2) o de MMg (0.4M
Manitol, 15mM MgCl,, 4mM MES pH 5,7) en el caso de transformacion con PEG. Se tomaron 99ml de la
solucion de protoplastos y se tifieron con 0.1% de azul de metileno para contar y determinar la viabilidad. Se
agreg6 el volimen necesario del buffer para obtener una concentracion de 1x10° células/ml.

20. Electroporacion de protoplastos

Se colocé 1ml de protoplastos en una cubeta de electroporacion de 0.4cm y se dejé en hielo por 5 min.
Se agrego6 el ADN (20-25mg), se mezcl6 por inversion y se dejo 5 min en hielo. Se aplicé un pulso eléctrico
con los siguientes parametros: capacitancia: 250mFD, voltaje: 150volts. Luego se mezcld por inversion y se
incub6 10 min en hielo. Por Ultimo se pasé todo el contenido a un tubo con 10ml de medio BY-2 Manitol
(0.2M Manitol en medio BY-2) y se incubd en oscuridad durante 24 h a temperatura ambiente.

21. Transformacién con PEG

Todos los pasos se llevaron a cabo a una temperatura ambiente. A 200ml de protoplastos se le agregaron
20mg de ADN (20-40mg de ADN plasmidico) y se mezcl6 bien. Luego se agregd 220ml de la solucién de
PEG/Ca 40% vl/v (4g PEG 4000, 3ml agua, 2.5ml 0.8M Manitol, 1ml Ca(NO3), o CICa,), se mezcld varias
veces y se incubo a 23°C por 5-30 min. Se realizé un lavado con W5 y se centrifugd para eliminar el PEG.
Finalmente se resuspendié en 100ml de W5 (154mM NaCl, 125mM CacCl,, 5mM KCI, 2mM MES pH5,7).

22. Infeccidon con carborundum

Se eligieron 2 hojas bien desplegadas por planta y se espolvore6 carborundum desde aproximadamente
30-35cm. En general se inoculd una preparacion de hojas infectadas homogeneizadas con el agregado de
80-100ml de Na,PO, 20mM (pH 7). En cada hoja se puso la mitad del preparado en gotitas que cubrian toda
la superficie de la hoja. Se distribuyd con el dedo (usando guantes) muy suavemente, sin dafiar las nervadu-
ras principales. Se dej6 secar durante 15 min y se lavé muy bien la hoja con agua corriente para eliminar los
restos del abrasivo.
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