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. ‘ INFORME ANUAL DEL PROYECTO "RESISTENCIA A VIROSIS EN PAPA"™

Dr. Horacio Esteban Hopp
En representacién de los laboratorios arg-ntinos: Instituto de Biologia
Molecular CICV-INTA Castelar, INGEBI-CC..ICET, Buenos Aires, Catedra de
Genética Facultad de Agronomia Universidad de Buenos Aires, Instituto
de Fitovirologia INTA-Cérdoba, EEA INTA-Balcarce, Buenos Aires y EEA
INTA-Lujan de Cuyo, Mendoza.

Junio 1991.

ORGANIZACION DEL INFORME:

I>- Descripcidon de 1o realizado en los servicios cc.uprometidos en el
contrato con ONUDI para el sequndo ano)

Servicio A.- Firma del contrato
Servicio B.- Bisqueda de genes de resistencia. Infeccién ®"in vitro®™ de
protoplastos obtenidos de genotipos resistentes de papa y evaluacién de

la replicacién viral.

Servicio C.- Bisqueda vy seleccién de clones codificantes para la
capside viral de PLRV.

Servicio D.- Construccién de genes quiméricos de resistencia a virosis

D.1- PVX
D.2- PVY
D.3- PLRV

Servicio E.- Establecimiento de las técnicas de transformacién de papa
de interés para Argentina.

Servicio F.- Transformacién de plantas de papa

F.1- PVX
F.2- PVY
F.3- PLRV

F.4~ Entrenamiento de una estudiante graduada en México.
Servicio G.- Presentacién de informes semestral y anual.

II>- Presentaciones a congresos y publicaciones.

III>~ Intercambios e interacciones con otros paises participantes del
provyecto.

IV>- Evaluaciones de cumplimiento de Argentina.
I>- Desarrollo de actividades:

Servicio B.- Busqueda de genes de resistencia. Infeccién "in vitro® de
protoplastos obtenidos de genotipos resistentes de papa y evaluacién de
la replicacién viral.

1- Se obtuvieron protoplastos de papa de variedades 1locales (Huinkul,
susceptible a PVX:; Serrana-INTA, inmune a PVX) y extranijeras (Spunta,
de amplia difusiodén en la Argentina y susceptible a PVX), obteniéndose
un promedio de 106 protoplastos viables por gramo de tejido (hojas) de
par-tida.

2-El PVX se aislé, purificé v cuantificé en base a su absorbancia.
Protoplastos obtenidos de cultivares de papa susceptibles al PVX se
infectaron con PVX en alta multiplicidad de infeccién en presencia de
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. fusdégenos quimicos (PEG). Un 60 % de protoplastos sobreviven al
. tratamiento y de estos, mas de un' 70 § queda infectado con virus.

- 3- La multiplicacién viral a lo largo del tiempo se analizé tomando
alicuotas a distintos tiempos post infeccién hasta completar 40 horas
mediante los siquientes pardmetros: a) Incorporacién de aminodcidos
marcados (3H-Leu) a proteina de cubierta por inmunoprecipitacioén. b)
Desaparicién y posterior reaparicion (sintesis) de proteina de cubierta
por ELISA con anticuerpos policlonales y conjugados monoclonales
anti-PVX. c) Sintesis de RNA gendémico viral por hibridacién molecular
mediante 1la técnica del "dot-blot™ con la sonda pXl (cDNA de PVX). d)
Inmunofluorescencia de los protoplastos.
4- Los resultados obtenidos hasta ahora indican que tras un periodo de
aproximadamente 15 horas (valle del ELISA) se dispara la sintesis de
proteina de cubierta en forma continua alcanzando un plateau a las 30
hs. La sintesis de RNA genémico empiezz unas 5 hs. antes siguiendo una
tendencia similar a la de la proteina de cubierta.
5- Por otro lado, se probd la infeccién en paralelo de protoplastos de
variedades de papa susceptible e inmune al PVX a las siguientes
densidades de infeccién: 0.01 ng PVX/protoplasto viable/ul; 0.1 ng
PVX/protoplasto viable/ul y 1 ng PVX/protoplasto viable/ul:; 1los
resultados indican que en condiciones de bajo inéculo (densidades de
infeccién de 0.01 y 0.1) la concentracién de antigeno de cadpside viral
en los protoplastos de la variedad inmune, monitoreada mediante 1la
técnica de ELISA, muestra un 90 % de reduccién respecto a la de
protoplastos de variedades susceptibles; sin embargo, cuando el inéculo
es alto (densidad de infeccién de 1 ng), la cinética de replicacién
viral en los protoplastos de la variedad inmune medida a través de 1la
produccién de antigeno es andloga a 1la de la variedad susceptible
control.
6~ Experimentos de "slot-blot"™ realizados con infecciones de
protoplastos de las variedades susceptibles e inmunes en paralelo, a
densidades de infeccién bajas (0.1 ng) confirmaron una menor produccién
de RNA viral por protoplasto viable en la variedad inmune respecto a la
produccién de RNA viral observada en la variedad susceptible, 1o cual
sugeriria que 1la disminucién relativa de produccién de antigeno de
cdpside observada en protoplastos de la variedad inmune Serrana se
veria acompafada por una disminucién en la cantidad de RNA gendico
viral.
7- Experimentos de inmunofluorescencia realizados con protoplastos de
las variedades susceptibles e inmunes infectados a una densidad de
infeccién baja (0.1 ng), muestran una menor acumulacién de antigeno
(cdpside viral) por protoplasto (fluorescencia mads débil) en 1la
variedad inmune respecto a la observada en 1los protoplastos de 1la
variedad susceptible control; estos resultados estarian indicando que
la diferencia en la produccién viral entre ambos tipos de protoplastos
susceptibles e inmunes no se deberia a una infeccién v replicacién
diferencial del virus en una sub-poblacién celular de Serrana sino a
una inhibicién de 1la multiplicacién viral que existiria en todas las
células de esta variedad.
8- Ademds de estos experimentos realizarios con protoplastos de ambos
tipos de cultivares de papa, se realizaron Westerns y Northern blots a
partir de hoja de cultivares de papa (susceptible e inmune) infectados
Yy no infectados con PVX (controles), cuvos resultados confirmaron que
in_vivo la inhibicién de la replicacién viral en el cultivar inmune es
practicamente del 100 £, dentro del marco de sensibilidad que estos
sistemas de deteccién permiten.
9- Gran parte de estas resultados se publicaron el ano pasado y durante
el presente ano (Saladrigas et al. 1990a y 1999b, Ceriani et al. 1990
y Tozzini et al. 1991).




+ ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN DE RESISTENCIA Rx acl A NIVEL CELULAR Y
. TISULAR.

La inoculaciér se realiza en las hojas medias de la pldntula y al cabo
de 1 mes, las hojas inoculadas con virus o con buffer no presentan
diferencias entre si. Un mes después de la infeccién, RNA aislado de
hojas infectadas con PVX o buffer (control) de 1los cultivares
susceptibles Huinkul MAG y Spunta, y resistente Serrana INTA, se corrié
electroforéticamente en gel desnaturalizante de agarosa al 1.2 ¢ . El1
Northern blot, revelado con una sonda dirigida contra genes tempranos y
tardios de PVX, el clon de cDNA de doble cadena 5x41, mostré
hibridacién positiva contra RNA genémico y otros RNAs de menor peso
molecular, en el caso de las muestras susceptibles, pero no asi en el
caso de la muestra proveniente del cultivar inmune.

En paralelo a los RNAs mencionados se corrié el virién entero, que en
las condiciones electroforéticas mencionadas, corre como una
nucleoproteina de 8.7 kb. Se incluyé ademads en la corrida un escalera
de RNA ("ladder”™, BRL) para la cuantificacion del peso molecular en Kb
de los RNAs subgenémicos. RNAs controles provenientes de hoja
pseudoinoculada de 1 mes, con buffer y sin virus, muestra hibridacién
negativa. Ademds de la banda correspondiente a RNA genémico de 6.4 Kb
vy RNA-proteina asociada de 8.7 Kb, existen numerosas bandas
correspondientes a posibles RNAs subgendémicos virales. Algunas de esas
bandas son netas y claras (bandas de 4, 3, 2.5, 2.2 vy 2 Kb) pero otras
son difusas, sugiriendo heterogeneidad de tamano en los RNAs
componentes. La intensidad autoradiografica relativa de 1las bandas
depende de la cantidad de especies de RNAs por un lado, vy de la calidad
de estos RNAs, por el otro, (por eijemplo largo de la especie
subgenémica). Pareceria que las especies mayoritarias son las
correspondientes a 1los RNAs de rango de peso molecular de alrededor de
5.2 Kb y 4 Kb. Le sequirian en orden, RNAs de rango de peso molecular
bajo: 1.1-1.6 y 0.1-0.9, v por ultimo, 1los RNAs de peso molecular
intermedio 3, 2.5, 2.2 y 2.

La estrategia de replicacién a través de RNAs subgendémicos
intermediarios no es novedosa y de hecho, con respecto a PVX, vya
existen trabajos publicados en donde se muestran Northern blots
realizados con RNAs extraidos de hoja ¢ células infectadas que hibridan
con distintas especies de RNAs de menor tamafio que el gendémico (Dolia,
1987; Karasev,1987 ; Adams,1985). Sin embargo, 1los pesos moleculares
asignados a esos RNAs subgenémicos varfan sequn el grupo de trabaijo
(Dolja, 1987:;Karasev A.V,1987). Se han informado por lo menos 6 tipos
de RNAs subgendmicos, todos 3’/ co-terminales y con andlogos de doble
cadena (Dolja, 1987).

El subgendémico de menor peso molecular, 0.9 Kb, es la expresién in vivo
del gen de 1la cdpside viral; a través de este subgenémico el virus
produce proteina de cdpside necesaria para la formacién de wviriones vy
aunque de su funcién ya no quedan dudas, existen diferencias en cuanto
al peso molecular asignado al mismo: mientras un grupo informa 0.9 Kb
(Dolja, 1987) otro informa 1 a 1.3 Kb (Karasev, 1987). Nuestros
resultacos estarian mds a favor de los del primer grupo (0.9-0.1 Kb).
En cuanto a 1los otros, pueden encontrarse similitudes en el peso
molecular para algunos de ellos (3.6/4, 3/3, 2.1/72.2, 1.8/2,
1.4/(1.6-1.1) v 0.9/(0.9-0.1)), pero nuestros resultados arrojan claras
diferencias en 1lo que respecta a por lo menos dos: Una banda
mayoritaria de alto peso molecular (alrededor de 5.2 Kb) y otra banda
menor pero también clara de 2.5 Kb.

Se atribuye a cada especie subgenémica simple cadena (de igual
polaridad que el RNA genémico viral, por definicién) su correspondiente
de doble cadena (Dolja, 1987). Si esto es cierto, <1 aislamiento de RNA
bicatenario a partir de una preparacién de RNA total de hoja infectada




por® columnas de CF-11 y posterior corrida en qgel de aqgarosa

. desnaturalizante deberia mostrar un patrén electroforético de bandas

equivalente. Se vislumbran dos bandas muy tenues en la autoradiografia,
de peso molecular igual a 6.4 y 5.7 aproximadamente, presentes en la
muestra de RNA bicatenario. La no aparicién de otras bandas, nc es
prueba de la no existencia de otros posibles intermediarios
bicatenarios, ya que es posible que utilizando cantidades mayores a 100
ug de RNA total (en este experimento se utilizaron 100) en el
aislamiento de RNAs bicatenarios por columna CF-11, puedan
visualizarse. Lo interesante de estos resultados es que las bandas que
aparecen como mayoritarias, las especies de 6.4 y la de 5.2 Kb,
tendrian su contraparte bicatenaria, a ‘juzgar por las bandas que
aparecen en la foto D (6.4 yv 5.7 Kb).

En base a su interaccién con los genes de hipersensibilidad Nb y Nx, o
con el gen de resistencia extrema Rx, las cepas de PVX pueden
clasificarse en 5 grupos:

Genotipo grvpo de cepa viral
I, { 2 3 4 HB_ _
nx nb sa s s s s

Nx nb R s R S s

nx Nb R R s s s

Nx Nb R R R s s
Rx(acl) R R R R s
Rx(adq) R R R R s

aR=Resistente; s=susceptible. lLa resistencia estd asociada a un alelo
dominante, mientras que 1la susceptibilidad a un alelo recesivo
(Tavantzis 1990; modificado de Cockerham, 955) El1 oprimer tipo de
resistencia extrema al virus fue informeda por Schultz y Raleigh
(1933). La resistencia parecia estar codificada por un uUnico gen
dominante (Cockerham,1970).

LA resistencia provenia de un cultivar salvaje Solanum andigena vy fue
transferida al clon Solanum tuberosum USDA 41956. Este gen, 1llamado
Rx(adg), fue incorporado a cultivares comerciales norteamericanos.

Ootro caso de resistencia extrema fue informado por Ross en 1954, y fue
encontrado en Solanum acaule. Este gen se denominé Rx(acl), vy ha sido
incorporado a alqunos cultivares europeos. La relacién entre Rx(adg) vy
Rx(acl) es desconocida.

Una cepa o grupo de cepas de PVX designada PVX-HB, comin en el 7 % de
los clones bolivianos, se comporta como un aislado virulento frente a
este gen, es decir, es capaz de replicar en aquellos cultivares gque 1lo
poseen. También replica en cultivares que poseen 1los genes de
hipersensibilidad, sin embarqgo, no lo hace frente a Solanum_ sucrense,
un cultivar que posee un gen dominante denominado Rx(scr), gue le
confiere "inmunidad™ extrema contra PVX-HB.

Hasta hoy, varias décadas después de 1la incorporacién de 1los genes
Rx(adg) vy Rx(acl) a cultivares comerciales, no existen evidencias que
cepas del grupo HB constituyan una amenaza importante para aquellos
cultivares norteamericanos o europeos que poseen esos genes. Por 1lc
tanto, siendo estos genes de resistencia extrema de alto valor
agronémico, es muy deseable su caracterizacioén.

Caracterizacién de los genes de virulencia de 1los aislamientos
argentinos vy extranjeros de PVX. Se infectaron razas fisioldégicas
indicadoras de papa a fin de clasificar dos aislamientos realizados por
la Pac. Cs. Aqrarias de Cdérdoba vy compararlos con otras razas
caracterizadas. Los resultados preliminares indican que en condiciones
de lahoratoric, son capaces de superar el gen Rxacl presente en Serrana




INTA v en entradas de S. acaule manifestando un comportamiento que
recyerda a la raza HB. Sin embargo, andlisis inmunolégicos realizados
en el CIP indicaron que ambos aislamientos no tienen relacién con el
* 1lamado grupo andino de razas de PVX al que pertenece HB.

PUESTa A PUNTO Y UTILIZACION DE LTPOFECTINA PARA LA TRANSFORMACION DE
PAPA E INOCULACION ARTIFICIAL. DE PROTOPLASTOS DE PAPA CON VIRUS:

1) Indéculo adsorvido:

El Inéculo (PVX) adsorvido por lipofectina es menor al adsorvido por
PEG (en general del 3 al 6 $ del adsorvido por PEG).

El virién en contacto con los protoplastos parece tener una entrada
espontdnea a 1o largo de 1las 2 hs de incubacién. La presencia de
lipofectina no incrementa demasiade esta entrada de virién. La
produccién de viriones proagenie a partir de un inéculo viral con o sin
lipofectina parece ser equivalente a las 48 hs.

La presencia de PEG y no de lipofectina es 1lo que determina la entrada
eficiente de virion a la célula. Esto se desprende de los controles de
infeccién viral realizados seqiin el trabajo del Dr.Chua para
transfeccién estable con DN4 en protoplastos de arroz. En este paper,
donde se dice lograr la transfeccién estable utilizando una combinacién
de PEG-lipofectina no se incluye el control correspondiente de
transfeccion con la misma densidad de PEG sin lipofectina. Cabe uno
prequntarse si 1la transfeccidén positiva lograda en dicho trabaijo se
debidé ¢ no a la lipofectina.

2) Toxicidad de lipofectina:

La temperatura de incubacién con 1lipofectina es critica en 1o que
respecta al cultivar utilizado: mientras que para algunos temperaturas
de hasta 37 oC vy no lavado de la lipofectina 1lueqo de 1la incubacién
pueden ser inocuas (SPUNTA), para otros la mejor viabilidad se obtiene
con bajas temperaturas y lavado de lipofectina luego de 1la incubacién
con la misma (HUINKUL,6SERRANA). En estos ultimos casos se observa
incluso un mejoramiento y mantenimiento de la fluorescencia en general
tanto en controles no infectados como en celulas infectadas con el
virus a 1o larqgo del ciclo viral. A horas mds alld de las 48, se han
observado fiquras en divisién celular (ctra indicacién de la inocuidad
de los liposomas).

En comparacién con el método del PEG, la utilizacién de los 1liposomas
permite utilizar de partida un menor numero de células (usualmente un
orden de magnitud inferior) por 1la poca toxicidad que estos
poseen,manteniendose una buena viabilidad a 1o largo de todo el ciclo
de replicacién viral. Aquellos protoplastos infectados o
pseudoinfectados por el método del PEG, muestran una mayor tasa de
mortalidad a lo largo del ciclo viral gue los tratados con lipofectina,
poseyvyendo ademds, ya desde el tiempo 0 del ciclo viral, una viabilidad
también menor con mayor preponderancia de fluorescencia del tipo verde
pdlida a rojiza.

Una cantidad 6ptima de lipofectina a utilizar parece estar en el rango
de 30 a 45 ug/millén de protoplastos viables. Dado que 1la utilizacién
de cualguiera de estos dos valores produjo resultados equivalentes en
lo que respecta a la viabilidad celular y a la produccién de virién, se
tomé como concentracién de eleccién 1la menor. No se probaron
concentraciones menores o mayores de liposomas para infeccién o
transfeccién via RHNA.

3) Transfeccién via lipofectina:

El método de la lipofectina permite la transfeccién y expresién de RNA
viral en protoplastos.

Utilizando una misma densidad de infeccién (30 ng RNA/ 300 pv/ul) e




indépendientemente del método de preparacién de RNA (quanidina o
. TAE/SDS), la eleccién de la temperatura es critica: bajas temperaturas
perniten una mayor entrada de RNA y su expresion (produccién de
antigeno viral) puede detectarse va a las 20 hs por ELISA. En cambio,
tenperaturas mayores (ambiente: 25-300C) parecen hacer menos eficiente
la captura de RNA por la célula, de modo gue la produccién de antigeno
solo es detectable a partir de las 40 hs (fin del ciclo viral).

Un corto periodo de preincubacién a 0 oC (usualmente 10 min) del
compleijo liposomas/RNA parece contribuir a la eficiencia de entrada del
dcido nucleico.

Se probaron dos densidades de transfeccién via lipofectina diferentes:
Una de bajo inéculo dié negativa la produccién de antigeno viral por
ELISA a 1las 40 hs (10 pg RNA viral/pv/ul), en cambio un inéculo un
orden mayor (100 pg RNA viral/pv/ul) dié infeccién positiva.

Se comparé este protocolo de transfeccién via lipofectina con otro de
transfeccion via PEG (sacado de Maule y Boulton, 1980, J.Gen.Virol.
47:199-200). Este tlUltimo protocolo también se probé a dos densidades de
infeccién distintas (las mismas que para lipofectina) resultando no
s6lo negativa la produccién de antiqeno de cdpside por ELISA a 40 hs
post infeccion, sino también un efecto notablemente deletéreo sobre la
viabilidad v la tasa de mortalidad en general, 1luego del tratamiento
con el PEG.

Es de notar que en el trabajo original de Maule et al. se parte de una
cantidad de células a infectar dos 6rdenes de magnitud mayor de la que
se parte en forma estandard en nuestro caso (1x107 vy 1x105
respectivamente) y de una cantidad también notablemente mayor de RNA
(0.5 mg RNA).

Otros protocolos similares de transfeccién de RNA via PEG, si bien
pueden ser efectivos utilizando densidades de transfeccién menores que
las nuestras con lipofectina (entre 8 a 50 pg RNA/pv) necesitan también
partir de una cantidad de células del orden de 107 por la alta
mortalidad que provoca el tratamiento, lo que también implica poder
contar con cantidades de RNA considerablemente mayores (del orden del
miligramo en muchos casos).

En nuestra experiencia de transfeccién de RNA viral con lipofectina, 1la
alta viabilidad post-transfecciér obtenida permite partir de cantidades
celulares y de RNA una o dos ordenes de magnitud menores a las
utilizadas en protocolos convencionales de transfeccién via PEG.

~CARACTERIZACION DE NUEVOS GENES DE INMUNIDAD DEL GERMOPLASMA DE PAPA:
Durante 1990 se caracterizé la cinética de replicacién viral mediante
ELISA, inmunoprecipitacién, inmunofluorescencia, hibridacién de acidos
nucleicos, etc. en protoplastos de entradas del banzo de germoplasma de
S.acaule que tienen el gen de reaccién a PVX Xi de Ross, también
llamado Rxacl (ver Saladrigas et al. 1990, Ceriani et al. 1990, Hopp et
al. 1991); asi como de otras entradas con genes de resistencia axtrema
que estamos caracterizando (Tozzini et al. 1991) de las especies
S.sparsipillum, S.oplocense, S.tuberosum andigena, etc. observandose
una clara inhibicién de la replicacién viral que estarfa afectando 1la
transcripcién o replicacién del genoma viral. E1l detalle de todo 1lo
hecho en este punto estd claramente expresado en el trahajo de Tozzini
et al. aceptado para publicarse que se adjunta a este informe.
Actualmente se continida 1la caracterizacién molecular v se estdn
implementando distintas estrategias para aislar 1los genes de
resistercia.

Servicio C.- Bisqueda vy seleccién de clones codificantes para 1la
cdpside viral de PLRV,




. Se localizaron y caracterizaron las secuencias nucleotidicas virales de
los extremos 5’ genémicos y codificantes de la proteina de capside del
PLRV con el propésito de construir los primeros genes de resistencia
que interfieran la estrategia de replicacién viral. En este contexto,
se logré aislar clones conteniendo parte de la cdpside viral del PLRV a
partir de una genoteca construida a partir de un aislamiento uruguavo y
se construyeron nuevas genotecas especificamente del gen de la capside
por la técnica de PCR (polymerase chain reaction) con ocligonucleétidos
sintetizados "ad hoc™.

Obtencién, biusqueda e identificacién del gen de la s Hunidad de cdpside
viral del PLRV:

Se cuenta (gracias a la colaboracién con el Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable del Uruguay) con una
genoteca de cDNA (hecha en el fdsmido Bluescript) sintetizado mediante
la técnica de iniciacién al azar a partir de RNA viral purificado.

Esta genoteca fue rastreada mediante hibridacion con oligonucledétidos
sintetizados “ad hoc™.

2. El oliqgo 1 hibrida con el extremo 3 de la zona de RNA viral que
codifica para cdpside y el oligo 2 hibrida con el cDNA sintetizado con
la transcriptasa inversa usando el oligo 1 como primer, en 1la 2zona
correspondiente al extremo 5' de cdpside viral. Esto se muestra
esquemdticamente en la Fiqura Nol:

Figura Nol:
RNA viral 5‘AUGAGUACGGUCGUGGUUAA----//----CUUUGCAAAACCCCAAAUAG 3°

NERRARARARRARRRARAL
GAAACGTTTTGGGGTTTATC 5°

Oligo 1 3V<

< <
AARRRARRARARARAANR
0ligo 2 5‘ATGAGTACGGTCGTGGTTAA > > > 3°

Se fij6 DNA correspondiente a 25 clones de la genoteca a una membrana y
se realizé una hibridacién con ambos olicgos a la vez, marcados con
032P-ATP, como sondas. Se detectaron dos clones positivos, el 69 vy el
55. La idea original era usar estos clones como templados alterntivos
para, mediante el método de PCR, lograr la amplificacién del gen de 1la
proteina de la cdpside. Para evaluar si ésto es posible, se realizé un
mapeo de restriccién de estos dos clones, utilizando las enzimas Hinf
I, Bam HI, Dde I, Hha I yv Pvu II. En ningin caso se obtuvieron bandas
del tamano esperado si el inserto de estos clones contuviera
informacién para la cédpside viral.

Esto dltimo hizo que fuera imprescindible 1la repeticién del
relevamiento de la genoteca, marcando, esta vez, a ios dos oligos por
separado (de esta manera si un mismo clon hibrida con los dos oligos
estariamos seguros que contiene el gen de la proteina de 1la cdédpside
completo) e hibridando en paralelo con dos membranas idénticas.

BEsta vez se utilizaron membranas de Nylon (Z-probe, Bio Rad), vy se
siquié las instrucciones del fabricante tanto para el fijado del DNA a
la membrana como para la hibridacién en si (ver Materiales y Métodos).
Para el marcado de los oligonucleétidos se utilizé un kit comercial
para warcado de extremos 5°' romos de IBI. La actividad especifica de
ambas sondas fue del orden de 107com/ug DNA. Otra diferencia con el
experimento antes informado es que se separaron los oligonucleétidos
marcados del ATP no incorporado mediante el uso de columnas de Sephadex
comerciales (Nu~clean D25 de 1IBI) y no mediante precipitacién con
acetato de amonio y etanol, lo cual disminuyé el fondo inespecifico.

En este caso, se sembrd en las membranas 100 ng de DNA de 22 clones que




no "se habian incluido antes (ademds de los anteriores 25 clones y, por
supuesto del control negativo: DNA del plasmido Bluescript sin
inserto).

El resultado de la hibridacién usando el oligo 2 como sonda, indicé un
s6lo clon positivo, el nimero 32.

La hibridacién usando el oligo 1 como sonda no arroijé ningqin positivo.
A continuacién se analizé mediante el uso de enzimas de restriccién al
DNA del clon 32. Por un lado se 1liberé el inserto cortando DNA
purificado del clon 32 con dos enzimas, Bam HI y Pst I. Por otro 1lado,
se corté DNA de este clon y del pldsmido Bluescript por separado con la
enzima Hinf I, 1o cual libera siete fragmentos; uno de ellos aumenta su
tamafio proporcionalmente al tamafno del inserto. Se corrié un gel de
poliacrilamida al 5% sembrando el resultado de todas estas
restricciones vy un marcador de peso molecular. De esta manera se
determind que el inserto del clon 32 es muy corto, tiene unas 50 pb.

En el informe anterior, se reporté la realizacién de una reaccién de
PCR, utilizando 1los oligonucleétidos como iniciadores vy la primer
cadena de cDNA (obtenida utilizando RNA de planta infectada como
templado y traansctiptasa inversa) como templado. Esta reaccién no dio
resultados, es decir, a pesar de que se comprobé que se sintetizaba
cDNA, no hubo amplificacién del gen de la proteina de la capside. Como
también se explicé en ese informe, ésto pudo haber ocurrido porque el
templado para 1la reaccién de PCR, si bien era suficiente para
detectarlo, marcado con a-32P-CTP en un gel de agarosa, nho era
suficiente para comenzar 1l1la reaccién de amplificacién. Un problema
importante es que, normalmente, para una reaccién de sintesis de primer
cadena de CcDNA hace falta partir de 1 ug de RNA templado. Como se
contaba con RNA total de planta infectada para usar como templado, para
poner 1 ug de RNA viral, habria gue utilizar unos 200 ug de RNA total,
lo cual es metodolégicamente dificultoso.

Es por ésto que se comenzé la bisqueda de templados alternativos en los
clones de la genoteca. Como no se detectd algin clon gque contuviera el
gen de la proteina de la cdpside completo, estos clones no sirvieron
como templados alternativos.

Fue importante entonces, volver al punto de partida, el RNA extrafido de
planta infectada, y tratar de enriquecerlo en RNA viral. Para ello se
aplicé la técnica de liberacién del hibrido.

Se fijaron 5 ug de DNA de c/u de los clones 55, 69, y 32 en una
membrana de nylon seqgin el protocolo descripto en Materiales y Métodos.
Se eligieron 1los clones 55 vy 69 porque tienen insertos muy grandes
(aprox.2 kpb), v el clon 32 porque contiene un inserto <correspondiente
al de cdpside segun se desprende del experimento descripto
anteriormente.

Una vez finalizados los lavados (ver Materiales y Métodos), se 1liberé
de la membrana el RNA que hibridé con alguno de esos clones por
calentamiento. Se precipité el RNA, se lo resuspendié en agua v se 1lo
corrié en un gel desnaturalizante. Se obtuvo una s6la banda de RNA, a
diferencia de las varias bandas que se ven cuando se corre RNA total de
planta infectada (correspondientes a RNA ribosomal de citoplasma,
cloroplastos y mitocondrias). En total se obtuvieron 3 ug de RNA.
Identificacién del RNA viral rescatado con clones de cDNA por 1la
técnica de liberacién del hibrido:

Se fij6 DNA vy RNA a un filtro de nylon, y realizé una hibridacién de
este filtro usando el clon 32 marcado por iniciacién al azar como
sonda. Lo que interesa demostrar es que el RNA 1liberado en el
experimento anteriormente descripto hibrida con el clon 32 que, va se
sabe, contiene parte del gen de la proteina de la capside. Se observoé
una fuerte hibridacién de 1a sonda con el RNA liberado y con el control
positivo, y algo de hibridacién inespecifica con el tRNA. No hay
hibridacién con el RNA total, lo cual era esperable yva que, durante el




experimento de liberacién del hibrido, de 200 ug de RNA total se
. obtuvieron 3 ug de RNA liberado. Este resultado nos indica que el RNA
es de origen viral y puede ser usado como molde (templado) para geaerar
una genoteca de cDNA.

Para su amplificacién v clonado se utilizé un kit de Invitro-gen
utilizando los oligorucleétidos arriba detallados. El1 fragmento
amplificado mostré un comportamiento electroforético coherente con 1lo
esperado. A su vez, al ser transferido mediante Southern blot a una
membrana de nitrocelulosa e hibridi:cado con sondas del clon arriba
mencionado, mostré una alta sefial de hibridacién. Después de ser
subclonado e introducido en un fiasmido vector en E.coli, se preparé
cantidad suficiente para secuenciacién, la cual se encuentra
actualmente en curso.

Servicio D.- Construccién de genes quiméricos de resistencia a virosis

-D.1 y D.2- PVX y PVY:

Como se informé anteriormente, a partir del conocimiento vy de los
clones de cDNA obtenidos para PVX y PVY se realizaron distintas
construcciones guiméricas con el objeto de introducirlas en plantas de
papa y obtener resistencia. Se prosiguen dos estrategias paralelas:

1) Por un 1lado se intenta introducir vy expresar las respectivas
capsider, virales en papa (cross protection). Se dispone vya de tres
construcciones constituidas por los genes de cdpside de PVX v PVY bafjo
el control del promotor constitutive doble dz1 transcripto 355 del
CaMv.

2) Por otro lado se intenta inhibir la replicacién viral por expresién
constitutiva en la planta de transcriptos de polaridad negativa que
corresponden a regiones del genoma consideradas clave en el ciclo de
replicacion. Se dispone de tres construcciones "antisentido" (bajo 1la
direccién del promotor doble arriba mencionado) de la regién 5’ no
codificante del genoma de PVX y PVY¥n y de la regién 5’ del mensajero
subgendémico de 1la cdpside viral de PVX. Para ello se realizé el
subclonado en vectores de tipo Ri de aqgrobacterias.

- D . 3 e ... P L R '/
Adn no iniciada.

Servicio E.- Establecimiento de las técnicas de transformacién de papa
de interés para Argentina.

Puesta a punto de tecnologia de regeneracién vy transformacién de
cultivares de papa de uso local:

Paralelamente se realizaron experimentos de puesta a punto de
transformacién y regeneracién de los cultivares de papa Huinkul MAG vy
Spunta (de uso en Argentina) v Alfa (de uso en México).

Ya han sido determinadas las condiciones que permiten regenerar plantas
a partir de discos de hojas y minitubérculos. Se realizaron ensavos de
transformacién de discos de hoja vy, en menor medida, de cortes de
minitubérculo variando los métodos de infeccién y utilizando distintas
cepas de Agrobacterias capaces de transferir a la planta marcadores
genéticos de fdcil identificacién (resistencia a antibiéticos \'
herbicidas Yy expresién de glucuronidasa). Estas condiciones se
utilizardn para la transferencia de las gquimeras descriptas v de otros
genes de interés.

Ensayo de regeneracién a partir de discos de tubérculo: Se realizé un
ensayo de regeneracién utilizando mini tubérculos 1libres de virus
obtenidos en invernadero, del cultivar de mayor utilizacién en 1la
Argentina, Spunta.




El "primer paso fue la determinacién de las condiciones de
. eSterilizacién superficial del tubérculo. Para ello se ensayaron tres
tratamiertos. En todos ellos, primero se lavan los tubérculos con
detergente y cepilio. Se pelan y se tratan con alcohol 70% durante un
minuto. Luegs se tratan con:

a) lavandina 0,6%, tween 20 0,1% durante 20¢

b) lavandina 1,2%, tween 20 0,1% durante 20°‘

c) lavandina 1,2%, tween 20 0,1% durante 35*.

Se toma la parte central con un sacabocados estéril, s~ cortan las
rodajas y se colocan en un medio con las sales y vitaminas MS, sacarosa
3%, agar 5,5 g/1 pH 5,7.

El tratamiento c) fue el que dié mejores resu.tados, va que no hubo
contaminacion con bacterias y hongos sobre las rodajas de papa como se
observé en los tratamientos a) vy b).

Una vez que se determinaron 1las condiciones de esterilizacién, se
realizé un experimento que consistié en determinar las condiciones
6ptimas de regeneracién del cultivar Spunta a partir de rodajas de
tubérculo.

En 1939 Cornelissen realizé una tarea similar para las variedades
europeas Bintje, Désiree y Escort, en donde determiné, luego de probar
distintas hormonas (kinetina, ac. naftalenacético, ac. indolacético,
ribésido de zeatina) que las hormonas y concentraciones adecuadas eran:
10 puM Zeatina/1uM IAA para Escort y Bintje, vy 5 uM Zeatina/0,3 uM IAA
para Désiree.

Luego de una esterilizacidén superficial (seguin el tratamiento c¢)) de
tubérculos de Spunta, se colocaron las distintas rodajas de unos 0,9 cm
de didmetro vy 2 mm de espesor en 7 medios diferentes segqun las
concentraciones de hcrmonas utilizadas. Todos los medios contenian los
macro y micronutrientes y vitaminas de MS, sacarosa 3%, agar 5,5 gr/lt.
Ver la Tabla Nol:

Tabla Ncl:

\ZEA( uM) 0 5 10
IAA(uM)\==——~

0 10% k% 15

5 - 15 15

10 15 15 15

* indica nmimero de rodajas cde tubérculo por tratamiento.
*#* indica concentraciones no ensayadas.

A los 14 dias de iniciado el tratamiento, se observé la aparicién de
callos en ias concentraciones ZEA 10/IAA 10, ZEA 1J0/IAA 5, ZEA 5/1AA
10, y 2EA 5/IAA 5. No se observé aparicién de callos en las
concentraciones ZEA 0/IAA O, ZEA O/IAA 10, ZEA 10/ IAA O.

A los 35 dias los callos eran verdes y de un didmetro de entre 1,5 vy
2,5 cm. No se diferencié ningun brote a partir de estcs callos.

A los 35 dias se cbservé la aparicién de microcallos en el 100% de las
rodajas de tubérculos que estaban bijo el tratamiento de ZEA 10/IAA O.
Una semana después, surgieron brotes a vpartir de todos estos
microcalles. Cuando los brotes alcanzaron un tamano de unos 10 cm se
los separar6é de 1las rodajas de tubérculo con un bistur{ y se los
transfirié a medio de enraizamiento. A los 15 dias, todos 1los brotes
enraizaron. El1 tratamiento con zeatina 10 uM/IAA 0 fue, por 1o tanto,
el de eleccidén para el ensayo de transformacién que se describe a
continuacién.

Ensayo de transformacién de discos de tubérculo: Al iqual que el ensayo
anterior se utilizaron mini tubérculos de Spunta y las mismas
condiciones de esterilizacién superficial y manipuleo.

Para la transformacién se utilizé la cepa de Agrobacterium tumefaciens




C5%8C1 rifr (pGSFR1280). Como control se utilizé la cepa de
coinfeccién de 60 rodajas control y 60 rodajas con la cepa gue contiene
el plasmido pGSFR1280 que confiere resistencia a kanamicina.

A continuacién se transfirieron a tubos sin presién de seleccién (20
rodajas) o con presién de seleccién. Se ensayaron dos concentraciones
de kanamicina (kan): 25 ug/ml vy 50 ug/ml (20 rodajas en cada
concentracioén).

El relevariento realizado al mes arrojé los siquientes resultados (ver
tabla No2).

Agrobacterium _tumefaciens C58C1 rifr (pGV2260). Se realizé 1la

Tabla No2:
km O km 25 km50

A 12 (60%) 15 (75%) 18 (90%)
pPGFSR1280 B 4 (20%) 2 (10%) 0

C 4 4 2

D 15 (20%) 8 (15%) 2 (10%)

A 7 (35%) 16 (80%) 20 (100%)
pGV2260 B 6 (30%) o 0

C 7 4 0

D 15 (35%) 16 (20%) 0

A: rodajas necrosadas.

B: rodajas verdes; tejido vivo.

C: rodajas que dieron lugar a callos.

D: rodaijas que dieron lugar a brotes.
Como se observa en la tabla, en ambos casos hay una mayor proporcién de
necrosis a medida que la presién de seleccién aumenta. Ademds un 10% de
rodajas coinfeccadas con 1las bacterias que contienen el vector gue
confiere resistencia a kanamicina son capaces de generar callos vy/o
brotes a altas concentraciones de kanamicina.
Las roda‘jas coinfectadas con el vector control no fueron capaces de dar
lugar a callos y/o brotes en 50 ug/ml de kan, por lo que se usard en lo
sucesivo ésta concentracion de kan. comoc presién de seleccién.
Todos los brotes fuercn transferidos a medio de enraizamiento con 50
pg/ml de kan. Si alguno logra a enraizar en esta concentracién de kan,
se ensayaridn concentraciones mayores y se hardn las pruebas necesarias
para confirmar transformacién.

Ensayo de transformacidén de discos de hojas de papa: Se siquié un
protocolo proporcionado por 1la Dra. Aileen O‘Connor del Centro de
Investigacién y de Estudios Avanzados del IPN (Instituto Politécnico
Nacional), 1Irapuato, México, con el que teremos colaboracién. Se
trabajé primero con 1la variedad europea Desirée y luego con las
variedades Huinkul MAG vy Alfa. Para la transformacién se utilizé la
Se hicieron dos tipos de contrcles. Por un lado se hizo una infeccién
simulada siguiendo todos los prasos detallaass en el protocolo pero sin
agregar el Agrobacterium. Por otro lado se realizaron coinfecciones con
la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58C1 Rifr (pGV2260) Se utilizaron
36 discos de hoja en cada uno de los tres tratamientos (transformacioén
y dos controles). Luego de dos dias de coinfeccién, se colocaron 18
discos de cada tratamiento en tubos con un medio sin kanamicina (sin
presién de seleccién) y 18 discos en tubos con medio al que se le
agregd 50 ug/ml de sulfato de kanamicina (con presién de seleccién).

Es importante subcultivar los explantos cada‘semana.




A 1as tr.:s semanas se observé aparicién de pequefios callos sobre los

-_Hbrdes de los explantos de todos los tratamientos que se encontraban

sin presién de seleccién, asi como aquellos con presién de seleccién
previamente coinfectados con Agrobacterium, mientras que no se
observaron callos y si un leve amarillamiento en 1los explantos
controles sin inocular que se encuentran en un medio con kanamicina.
Para 1las rutinas de transformacién se utilizé el sistema de cocultivo
de Agrobacterium sp. con hojas de pldantulas crecidas "in vitro®™.

Se lograron eficiencias de regeneracién de brotes a partir de hojas del
70% para el cultivar argentino Huinkul, del 80% para =21 cultivar
europeo Desirée y del 100% para el cultivar mexicano Alfa utilizando 2
mag/lt de zeatina.

El ensayo de glucouronidasa (cuando se utilizé un vector conteniendo
este gen marcador) dio positivo en el 60% de las plantulas regeneradas
indicando su transformacién. Por este motivo se eligié esta metodologia
para los ensayos posteriores.

Servicio F.- Transformacién de plantas de papa

F.1- PVX
En la actualidad se cuenta con dos plantas regeneradas en medio
selectivo (km 50 ug/ml) obtenidas a partir de hojas de Alfa
coinfectadas con el vector pGSH163 que lleva el gen de la toxina de
Bacillus turingiensis (BT 884) bajo =1 control del promotor PTR2 y el
gen de la neomicina fosfotransferasa (NPTII) bajo el promotor PTRI.
Se realizaron ensayos para detectar tanto actividad enzimatica de NPTII
(por deteccién en fase s6lida de neomicina fosforilada por un extracto
de proteinas totales y gamma ATP) como la presencia de este gen por 1la
técnica de PCR (polymerase chain reaction).
Se estan micropropagando plantas de Huikul MAG y de Alfa conteniendo
construcciones con el gen Bt de Bacillus thuringiensis y de Bintje con
el gen de cadpside de PVX.

F.2- PVY
A punto de iniciarse.
F.3- PLRV

AUn nc iniciada
F.4- Entrenamiento
Se informa en el punto III (intercambios e interacciones).
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I1I>- Intercambios e interacciones con otros paises participantes del




* proVyecto.

-

- Se envié al Dr. Luis Herrera Estrella varios clones bacterianos
conteniendo un plédsmidos recombinantes con construcciones capaces
potencialmente de conferir resistencia a PVY.

- Viaje y estadia de Mariana del Vas a México, estudiante de doctorado
argentina, para realizacién de experimentos de transformacién de papa,
subclonado y caracterizacién del genoma de PLRV en el marco del
proyecto conjunto y en cumplimiento del contrato con ONUDI.

IV>- Evaluaciones de cumplimiento de Argentina y del proyecte en su
conjunto.

En 1o referente al cumplimiento de Argentina puede desprenderse de la
lectura @-1 punto I que se cumplié con creces la gran mayoria de 1lo
comprometido, con excepcién de partes de los puntos Dy F (el D.3 y el
F.2 recién se inician, y el F.3 ain no se inicié). En ambos casos se
previé (ver actividades 3.3. PLRV, 3.4.2. PVY y PLRV del anexo I,
proyecto global) que debfan continuar en el tercer ano del proyecto,
aunque se supuso que partiendo de un grado mayor de avance de lo
realizado en el segundo ano).






