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1 Resumen de las ideas clave

La biotecnologia vegetal se apoya en dos enfoques para infroducir
y expresar genes heterdlogos en plantas: la fransformacion genética
estable y la expresidon transitoria utilizando vectores virales. En este
articulo docente se revisan las ventajas e inconvenientes de los dos
enfoques, haciendo especial hincapié en la expresion transitoria de
proteinas a partir de vectores virales de la primera generacion que
son aquéllos que emplean el virus completo para promover la
infeccion.

2 Introduccion

sComo se pueden infroducir y expresar genes heterdlogos en
plantas? Una posibilidad es mediante la tfransformacion genética
estable. Con esta estrategia, un fragmento de ADN que incluye el
gen de inferés es integrado en el genoma nuclear o de cloroplastos.
De esta manera, el nuevo cardcter es heredado a través de las
generaciones y las plantas transgénicas obtenidas pueden ser
faciimente multiplicadas para la produccion de la proteina de
interés.

Ofra posibilidad es mediante el empleo de vectores virales. Con esta
estrategia se consigue una expresion ftransitoria de los genes
heterdlogos, pero como el gen no se incorpora en el genoma de la
planta, no es una caracteristica heredable. En los vectores de la
primera generacion se infroduce el gen de interés en el genoma del
virus completo de manera que éste mantenga sus funciones
infactas. Las plantas infectadas con el virus modificado serdn
capaces de producir elevadas canfidades de proteina
recombinante en un corto periodo de tiempo.

3 Objetivos

Una vez que el alumno lea con detenimiento este documento, serd
capaz de:

e Entender porqué es posible conseguir grandes cantfidades de
proteina recombinante empleando vectores virales.
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e Entender cOmo se desencadena la infeccidn sistémica con el
vector viral.

4 Desarrollo

4.1

4.2

:.Cudles son los inconvenientes de expresar genes
mediante la transformaciéon convencional?

Mediante la transformacion genética estable de plantas es
posible obtener proteinas recombinantes de alto valor anadido,
pero este es un proceso largo y costoso que presenta algunas
desventajas importantes:

e Con la transformacién nuclear muchas veces se obtienen
bajos niveles de expresion, principalmente debido a
problemas relacionados con el lugar de insercion del gen
infroducido en el genoma vegetal y con el silenciamiento
génico postranscripcional (PTGS), mecanismo que elimina la
expresion de las proteinas recombinantes en un corto
periodo de tiempo.

) Con la transformacién de cloroplastos se obtienen mayores
niveles de expresion, pero la ausencia de modificaciones
post-traduccionales debido a su origen procariota, sélo
haria compatible este sistema con la produccion de
proteinas que no requieran ese tipo de procesamiento.

:Cudles son las ventajas de expresar genes mediante
vectores virales?

Las ventajas que ofrece este sistema con respecto a la
transformacion genética estable son las siguientes:

° Los vectores virales son muy prometedores debido a la
rapidez y facilidad de manipulacidn mediante ingenieria
genética y a que no se necesitan grandes requerimientos
técnicos, ni tener que pasar por una etapa de cultivo in vitro
obligatoria.

° Permite obtener elevadas concentraciones de proteina
recombinante en un corto periodo de tiempo, normalmente
una o dos semanas después de la inoculacion del vector
viral (Figura 1).
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e Muchos virus de plantas son fdacimente transmisibles vy
pueden ser Uutlilizados comercialmente para la rdpida
inoculacion de grandes superficies de plantas de cultivo.

e s aplicable a una amplia gama de plantas del mismo
genotipo o plantas con diferente fondo genético y en los
estadios mdas convenientes de su desarrollo.

° Evita el debate suscitado sobre la obtencidn y uso de
plantas tfransgénicas.

4.3 ;Por qué la produccidén de proteinas recombinantes es

tan elevada cuando se emplean vectores virales?

Una de las caracteristicas que los hacen atractivos para su uso a
nivel biotecnoldgico, es que los virus son capaces de alterar y
utilizar a su favor toda la maquinaria molecular de las células
vegetales infectadas, en funciones como la replicacion, la
transcripcion y la tfraduccion, para multiplicarse rdpidamente y
moverse sistémicamente a lo largo de toda la planta. Este hecho
posibilita que un gen fordneo insertado en el genoma viral se
exprese y acumule de forma similar a otros genes virales, es
decir, en cantidades potencialmente «altas, durante el
relativamente corto lapso de tiempo en que se establece y
extiende la infeccion viral, en tejidos vegetales variados como
hojas, tallos y raices, y en un virtualmente amplio espectro de
plantas segun sea la gama de huéspedes del virus empleado
(Scholthof y col., 1996). En la figura 1 se representa de forma
esquemdtica los diferentes niveles de expresion de una proteina
recombinante obtenidos mediante transformacion genética
estable y por medio de vectores virales.
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Figura 1. Comparaciéon de los niveles de proteina recombinante (== )
obtenidos a partir de un gen de interés introducido en el genoma de la planta
mediante transformacion genética estable (rectdngulo rosa en el cromosoma
blanco) con la obtenida a partir de un vector viral con replicacion auténoma,
infroducido en la planta mediante inoculacidn mecdnica (infeccidén) o
agroinoculacién, al que se le ha clonado el mismo gen (rectdngulo rosa).
Esquema adaptado de Scholthof y col. (1996).

4.4 ;Como se consigue la infeccion sistémica con el vector
viral?

Los vectores de primera generacion son virus funcionales,
conteniendo todos sus genes, a los que se les integra el gen de
interés (vectores de insercion). Debido a que disponen de todas las
funciones virales son capaces de causar una infeccidn sistémica en
la planta. La inoculacidn de los mismos en la planta se puede
hacer mecdnicamente mediante viriones maduros o copias
infectivas del genoma viral, o mediante infiltracion del tejido
vegetal con wuna cepa de Agrobacterium tumefaciens
transformada con la construcciéon de interés (Figura 1). Esta Ultima
técnica es conocida como “agroinoculacion o agroinfiltracion”. A
partir del punto inicial de infeccion, las particulas virales que
acarrean el gen de interés se esparcen a través de la planta para
provocar una infecciéon sistémica, asegurando asi altos niveles de
expresion de la proteina de interés (Figura 2).
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1. Infeccién localizada 2. Movimiento del 3. Movimiento célula a
mediante inoculacién virus modificado célula y propagacion
mecdnica o célula a célula sistémica del virus
agroinoculacion modificado

Figura 2. Descripcidon esquemdtica de la infeccidn y diseminacién de vectores
virales de primera generacién. Adaptado de Gleba y col. (2007).

5 Cierre

La utilizacion de virus de plantas como vectores de expresion tiene
un enorme potencial para la expresion de proteinas recombinantes,
y constituyen una excelente alternativa a los enfoques transgénicos
mds convencionales. Hasta la fecha, los mejores resultados se han
obtenido con vectores construidos sobre la columna vertebral de
virus de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva tales como el
virus del mosaico del tabaco (TMV) o el virus X de la patata (PVX).

Este tipo de vectores se han empleado con éxito para expresar
numerosos proteinas. Sin embargo, una de sus mayores limitaciones
radica en el tamano de la secuencia fordnea que pueden albergar
sin  comprometer la estabilidad de la particula viral. Ofras
restricciones para su uso se relacionan con la incapacidad del virus
de colonizar homogéneamente todos los tejidos de la planta y con
la inestabilidad y pérdida de los genes exdgenos clonados debido a
fendmenos de recombinaciéon, con la consiguiente reversidon a virus
no recombinante y la pérdida de la secuencia de interés.
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