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Resumen

Resumen

Plum pox virus (PPV) es miembro del género Potyvirus, causa la
enfermedad de la sharka que tiene un serio impacto agricola y econémico
sobre el cultivo de frutales de hueso. La utilizacion de variedades
resistentes es la estrategia mas duradera y definitiva en la lucha contra
virosis de plantas. Por ello, se realiza un intenso esfuerzo en la busqueda y
obtencion de cultivares resistentes o agrondmicamente tolerantes frente a
infeccion, ya sea por técnicas clasicas o métodos biotecnoldgicos.

En este contexto el objetivo general de esta tesis doctoral seria
evaluar si la expresion de anticuerpos recombinantes especificos de
proteinas de PPV en plantas Nicotiana benthamiana puede interferir o
inmunomodular la infeccién viral y servir asi como una estrategia para
obtener resistencia.

En este trabajo se ha utilizado el fragmento de anticuerpo
recombinante scFv2A que consiste en las regiones variables de la cadena
ligera y pesada del anticuerpo mAb 2A-IVIA clonadas de forma secuencial
y unidas por un péptido de unién o “linker” de forma que sean expresadas
como una sola cadena proteica o scFv (del inglés “single chain Fv variable
fragment”). Los dos anticuerpos reconocen a la proteina NIb replicasa de
PPV que tiene actividad RNA-polimerasa RNA-dependiente (RdRp). La NIb
se localiza principalmente en el nucleo de células de plantas infectadas,
aunque su funcion de replicacion, presumiblemente, tiene lugar en
estructuras membranosas derivadas del reticulo endopldsmico (RE) en el
citoplasma.

Se transformaron plantas de Nicotiana benthamiana con ftres
versiones del fragmento recombinante scFv2A dirigidas a diferentes
compartimentos celulares. Una version citosolica (scFv2A), una versién
nuclear (NLSscFv2A) y otra dirigida a membranas del RE (6K2scFv2A) por
la cara citosdlica. Se obtuvieron diversas lineas transgénicas: lineas A,
lineas N y lineas K transformadas respectivamente con las construcciones
scFv2A, NLSscFv2A y 6K2scFv2A. Para evaluar el nivel de resistenica de
las diferentes lineas transgénicas, se realizaron ensayos indepedientes de
desafio, mediante inoculacion mecanica con extractos de plantas
infectadas con virus o bien inoculando con un clon recombinante de PPV
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fusionado a GFP (PPV-GFP). Se pudo comprobar que las plantas de las
diversas lineas transgénicas de N. benthamiana que expresaban los
fragmentos scFv2A, 6K2scFv2A o NLSscFv2A presentaban diferentes
grados de proteccion frente a la infeccion por PPV. En algunas de las
plantas se observé una proteccion parcial, manifiesta por un retraso en la
aparicion de sintomas o por una menor acumulacién viral. En otras se ha
observado el bloqueo total de la infeccion, ya que no han presentado
sintomas ni acumulacién viral a lo largo del tiempo que duraron los
ensayos de desafio. Aunque ninguna de las lineas transgénica ensayadas
ha mostrado proteccién en todas sus plantas a la infeccion por PPV, al
menos con los métodos de inoculacién y dosis utilizadas, se puede afirmar
que la expresion en plantas de las diferentes versiones del fragmento
scFv2A, de alguna forma, es capaz de interferir o inmunomodular el
proceso de infeccién impidiendo su desarrollo normal. Sin embargo, como
han apuntado otros autores, el nivel bajo de acumulacion de los
fragmentos scFv seria un factor que limitaria el efecto de proteccion
ejercido.

Ademas, combinando la expresion transitoria scFvs mediante
agroinfiltracién y la agroinoculacion del un clon viral PPV-GFP, se ha
establecido un método alternativo, mas rapido, para ensayar la efectividad
los fragmentos scFv frente a la infeccion viral. Este método ha sido
aplicado para evaluar de forma cuantitativa la efectividad de los diferentes
fragmentos scFv2A, de forma que sirva de punto de comparacién para
valorar la eficacia de versiones mejoradas y mas estables del fragmento
scFv2A o incluso scFv con diferentes especificidades. De esta forma que
se podrian seleccionar para la transformaciéon estable los candidato con el
mayor grado de efectividad posible y asegurar asi el resultado de la
estrategia de inmunomodulacion en la obtenicion de resistencia a PPV.
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Resum

Plum pox virus (PPV) és membre del génere Potyvirus, causa la
malaltia de la sharka que té un serids impacte agricola i economic sobre el
cultiu de fruiters d'os. La utilitzacié de varietats resistents és I'estratégia
més duradora i definitiva en la lluita contra virosi de plantes. Per aix0 es
realitza un intens esfor¢ en la busca i obtencié de cultivars resistents o
agronomicament tolerants front a la infeccid, ja siga mitjangant técniques
classiques o métodes biotecnologics.

En aquest context l'objectiu general d'aquesta tesi doctoral seria
avaluar si I'expressié d'anticossos recombinants especifics de proteines de
PPV en plantes Nicotiana benthamiana pot interferir o immunomodular la
infeccio viral i servir aixi com estratégia per a obtenir resisténcia.

En aquest treball s'ha utilitzat el fragment d'anticds recombinen-te
scFv2A que consistix en les regions variables de la cadena lleugera i
pesada de l'anticos mAb 2A-IVIA clonades de forma seqliencial i unides
per un péptid d'unié o “linker” de manera que siguen expressades com una
sola cadena proteica o scFv (de l'anglés “single chain variable fragment”).
Els dos anticossos reconeixen a la proteina NIb replicasa de PPV que té
activitat RNA-polimerasa RNA-dependent (RdRp). La NIb es localitza
principalment en el nucli de cél-lules de plantes infectades, encara que la
seua funcid de replicacion, presumiblement, té lloc en estructures
membranoses derivades del reticle endoplasmic (RE) en el citoplasma.

Es van transformar plantes de Nicotiana benthamiana amb tres
versions del fragment recombinen-te scFv2A dirigides a diferents
compartiments cel-lulars. Una versié citosolica (scFv2A), una versié
nuclear (NLSscFv2A) i una altra dirigida a membranes del RE (6K2scFv2A)
per la cara citosolica. Es van obtenir diverses linies transgéniques: linies A,
linies N i linies K transformades respectivament amb les construccions
scFv2A, NLSscFv2A i 6K2scFv2A. Amb algunes d'aquestes linies
transgéniques es van realitzar assajos independents de resisténcia a PPV
per mitja d'inoculaci6 mecanica amb extractes de plantes infectades amb
virus o bé inoculant amb un clon recombinant de PPV fusionat a GFP
(PPV-GFP).



Resum

S'ha pogut comprovar que les plantes de les diverses linies
transgeniques de N. benthamiana que expressen els fragments scFv2A,
6K2scFv2A o NLSscFv2A presenten diferents graus de proteccié enfront
de la infecci6 per PPV. En algunes de les plantes s'ha observat una
proteccié parcial, manifesta per un retard en I'aparicié de simptomes o per
una menor acumulacié viral. En altres s'ha observat el bloqueig total de la
infeccid, ja que no han presentat simptomes ni acumulacié viral al llarg del
temps que van durar els assajos de desafiament. Encara que cap de les
linies transgénica assajades ha mostrat proteccid en totes les seues
plantes a la infeccioé per PPV, almenys amb els métodes d'inoculacié i dosi
utilitzats, es pot afirmar que I'expressié en plantes de les diferents versions
del fragment scFv2A, d'alguna forma, és capa¢ d'interferir o
inmunomodular el procés d'infeccié impedint el seu desenvolupament
normal. Encara que, com han apuntat altres autors, el baix nivell
d'acumulacié dels fragments scFv seria un factor que limitaria I'efecte de
proteccio exercit.

A més a més, combinant l'expressio transitoria scFvs per mitja
d'agroinfiltracién i I'agroinoculacion d'un clon viral PPV-GFP, s'ha establit
un meétode alternatiu, més rapid, per a assajar l'efectivitat els fragments
scFv enfront de la infecci6 viral. Aquest métode ha estat aplicat per avaluar
de forma quantitativa I'efectivitat dels diferents fragments scFv2A per a
interferir amb la infeccid viral, de manera que serveixi de punt de
comparacié per a valorar l'eficacia de versions millorades i més estables
del fragment scFv2A o scFv amb diferents especificitats. D'aquesta forma
es podrian seleccionar per a la transformacion estable candidats amb el
major grau d'efectivitat possible per assegurar d'aquesta manera el resultat
de la estrategia de la immunomodulacié en la obtencié de resistencia a
PPV.
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Summary

Plum pox virus (PPV) is member of Potyvirus genus, and causes
sharka disease. Sharka had a serious agronomic and economical impact
on stone fruit crops. The use of resistant varieties is the most long-term and
definitive strategy in the fight against viral diseases in plants. Although,
great efforts are spend looking for resistant cultivars or at least
agronomically tolerant against viral infections, by classical methods or
biotechnological technology.

In this context, the main objective of this PhD work would be to
evaluate if the expression of recombinant antibodies specific of PPV
proteins in Nicotiana benthamiana plants can interfere or immunomodulate
viral infection, and if it could be use as a strategy to obtain resistance.

In this work, it has been use the recombinant antibody fragment
scFv2A, that consist of variable regions from the light and heavy chains of
the monoclonal antibody 2A- IVIA (mAb 2A-IVIA) sequentially cloned and
joined by a linker peptide, so that they are expressed like an unique protein
or single chain Fv fragment (scFv). ScFv2A as well as mAb 2A-IVIA
recognize specifically the NIb replicase protein of PPV, what has RNA-
dependent RNA-polymerase activity (RdRp). The NIb protein localise
mainly in nucleus of infected plant cells, thought his replication activity
takes place in membrane structures derived from the endoplasmic
reticulum (RE) in the cytosol.

Nicotiana benthamiana plants were transformed with three versions
of the scFv2A recombinant fragment addressed to different cell
compartments. A cytosolic version (scFv2A), a nuclear version
(NLSscFv2A) and a third one addressed to RE membranes but cytosol
facing version (6K2scFv2A). Several transgenic lines were obtained: lines
a, lines N and lines K, transformed respectively with the constructions
scFv2A, NLSscFv2A and 6K2scFv2A. To assess the level of resistance of
different transgenic lines independent challenge experiments, by
mechanical inoculation or by inoculation with a recombinant PPV clones
fused to GFP (PPV-GFP), were performed. The transgenic plants that
expressed the scFv2A, 6K2scFv2A o NLSscFv2A fragments showed
different levels of protection against PPV infection. In some of them partial
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protection was observed, the symptom appearance was delayed and the
virus accumulation was lower that in nontransgenic plants. In some of them
the infection was totally blocked, they didn't show symptoms or virus
accumulation during the period assayed. Although none of transgenic lines
assayed showed protection against PPV in all their plants, at least with the
inoculum doses and inoculation methods used, it could be state that
expression of diferent versions of scFv2A fragment in plants is able to
interfere or immunomodulate the infection process blocking its normal
development. In any case, the low level of accumulation of scFv2A
fragments would restrict the protection effect.

Moreover, combining the transient expression of scFv2A fragments
by agroinfiltration with the agroinoculation with the recombinant viral clone
PPV-GFP, it has been established a quicker alternative methodology to
evaluate the effectiveness of scFv fragments to interfere with viral infection.
This methodology has been applied to quantitatively evaluate the
effectiveness of the different scFv2A versions. This methodology could be
used to select new scFv2A versions with improved stability or scFv
fragments with new specificities that show the better effectiveness for the
stable transformation, and in this way assure the result of
immunomodulation strategy for the abstention of PPV resistance.
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Abreviaturas

Ab
Ag
AlA
AP
BAP
BCIP
BSA
cDNA
CDR
CH
Cl

CL
CP
DNA
dsRNA
dsFv
EDTA
ELISA

ELISA-DASI
ELISA-i
GAM
Gen
GFP
GUS

g

Kan
Kda
Mab(s)
MBP
MES
MS

mM

MP

Anticuerpo

Antigeno

Acido 3-indol acético

Fosfatasa alcalina

Benzil amino purina

Bromocloro indol fosfato

Albumina de suero bovino

Acido desoxiribonucleico complementario
Region determinante de la complementariedad
Region constante de la cadena pesada de la Ig
Inclusiones citoplasmaticas

Region constante de la cadena ligera de la Ig
Proteina de la capsida

Acido desoxiribonucleico

RNA de doble cadena

Fragmento Fv estabilizado por puentes disulfuro
Acido etilendiaminotetracético

Ensayo inmunoenzimatico (“Enzyme linked immunosorbent
assay”)

ELISA doble sandwich de anticuerpos indirecto
ELISA indirecto

Anticuerpo de cabra anti-ratén

Gentamicina

Proteina verde fluorescente

B-glucoronidasa

Inmunoglobulina

Kanamicina

Kilodaltons

Anticuerpo(s) monoclonal(es)

Proteina de uniéon a maltosa

Acido 2-Morfolinoetanosulfénico
Murashige-Skoog

Milimolar

Proteina de movimiento
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Abreviauras

MmRNA
NAA
NBT

NI

NLS
Ni-NTA
Pab
PCR
PBS
PDR
PTGS
PMSF
PVDF
PVP
Rab(s)
RdRp
RE

Rif
RNA
RT-PCR
scFv
SDS
SDS-PAGE
uv

VH
VIGS
VL
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Acido ribonucleico mensajero

Acido naftalenacético

Nitro blue tetrazolio

Inclusiones nucleares

Sefial de localizacién nuclear
Nickel-Acido Nitrilotriacético
Anticuerpo policlonal

Reacién en cadena de la polimerasa
Tampon fosfato salino

Resistencia derivada del patogeno
Silenciamiento génico postranscripcional
Fenil metil sulfonil fluorida
Polivinildenedifluorida
Polivinilpirrolidona

Anticuerpo(s) recombinante(s)

RNA polimerasa RNA dependiente
Reticulo endoplasmico

Rifampicina

Acido ribonucleico
Retrotranscripcion -PCR

Cadena simple de fragmentos variables
Docecil sulfato sédico

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS

Ultravioleta

Region variable de la cadena pesada de la Ig

Silenciamiento génico inducido por virus

Region variable de la cadena ligera de la Ig



Virus citados

Virus citados
AMCV Artichoke mottle crinkle virus
CaMV Caulimoflower mosaic virus
CTV Citrus tristeza virus
GFLV Grapevine fanleaf virus
HIV Human immunodeficiency virus
LMA Lettuce mosaic virus
PLRV Potato leaf role virus
PPV Plum pox virus
PVX Potato virus X
PVY Potato virus Y
TBSV Tomato bushy stunt virus
TEV Tobacco etch virus
TMV Tobacco mosaic virus
TVMV Tobacco vein motftle virus
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INTRODUCCION GENERAL

La enfermedad es un fendmeno exclusivo de los sistemas vivos, que
incumbe a todos los niveles de organizacion biologica. El concepto de
enfermedad ha variado considerablemente a lo largo de la historia. Desde
el punto de vista de la patologia una definicion apropiada podria ser:
“‘enfermedad es la disfuncién de un proceso causada por una accién
continuada, con efectos deletéreos para el sistema vivo, y resultante en la
manifestacién de sintomas” (Horsfall y Cowling, 1977). Los agentes que
mediante su accién continuada llevan al desarrollo de la enfermedad se
denominan patégenos.

El grupo de virus patégenos no fue descubierto hasta los ultimos
afios de siglo XIX, seguramente debido a su reducido tamafio y a que son
parasitos obligados, aunque la descripcion de muchas enfermedades
virales data de mucho tiempo antes. El interés por las enfermedades de las
plantas en general, y por las causadas por virus en particular, ha ido
relacionado en ultimo término con los efectos negativos que ocasionan en
la produccién y la calidad de la cosecha, y con las pérdidas econdmicas
que ello provoca. Por ello en fitopatologia han resultado mas operativas
definiciones como la que considera enfermedad a toda “alteracién
fisioldgica o anormalidad estructural deletérea para una planta, o para
cualquiera de sus partes o productos, o que reduce su valor econémico”
(Stakmann y Harrar, 1957).

En los ultimos tiempos esto ha cambiado y el estudio de las
enfermedades de plantas, especialmente, las producidas por virus ha
tomado interés en si mismo (Zaitlin y Palukaitis, 2000). Al ser los virus
parasitos obligados se establece entre ellos y sus hospedadores una
relacion mucho mas estrecha que en otro tipo de patdgenos, puesto que
estos dependen totalmente de la maquinaria celular de sus huéspedes
para realizar la mayoria de sus funciones. Consecuentemente, el avance
en el conocimiento del proceso de infeccion viral ha aportado también
conocimiento sobre fendmenos fundamentales del funcionamiento celular,
como por ejemplo el descubrimiento de los mecanismos del silenciamiento
génico. Estos conocimientos han repercutido también de forma importante
en la manera de luchar contra las enfermedades virales aportando nuevas
estrategias para producir plantas resistentes. Por otro lado, la capacidad
de los virus de invadir a las plantas y producir en sus células grandes
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cantidades de proteinas virales, los ha convertido en vectores de expresion
y produccién de proteinas de interés biotecnologico.

Por todo ello, la virologia vegetal, para proveer de soluciones
duraderas a los problemas causados por las enfermedades virales, deberia
profundizar en el estudio de la biologia viral y del funcionamiento de la
interaccion entre virus y plantas tanto a nivel celular, de individuos como de
poblaciones con todas las herramientas disponibles.

1. Anticuerpos recombinantes y sus aplicaciones

1.1. La molécula de anticuerpo

Los anticuerpos (Ab) o inmunoglobulinas (Ig) son una familia de
glicoproteinas que intervienen en la respuesta inmunitaria de tipo humoral
de los vertebrados. Estas moléculas son producidas por los linfocitos B y
cuando el sistema inmunitario del huésped entra en contacto con
moléculas extrafias e inmunogénicas, denominadas antigenos (Ag),
desencadenan la respuesta inmune (Abbas et al., 1995). Los anticuerpos
se caracterizan, en primer lugar, por su gran diversidad de secuencia y por
el amplisimo rango de estructuras antigénicas que pueden reconocer y
diferenciar. Y en segundo lugar, por su especificidad de unién al motivo o
determinante antigénico al que reconocen, llamado epitopo. Cada antigeno
contiene diversos epitopos. La unién de un anticuerpo con un epitopo es
enteramente no covalente, sin embargo es exquisitamente especifica y a
menudo muy fuerte. La especificidad y la afinidad o fuerza con la que un
anticuerpo se une a su epitopo son dos caracteristicas fundamentales de
los anticuerpos.

Las moléculas de anticuerpo estan constituidas por cuatro cadenas
polipeptidicas: dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras,
también idénticas (Figura 1A y B). Las cadenas pesadas al igual que las
cadenas ligeras constan de una region variable (en la regiéon N-terminal) y
una region constante (en la regién C-terminal). Las regiones variables
estan formadas por un dominio para la cadena ligera (VL) y otro para la
cadena pesada (VH), y presentan gran variabilidad de secuencia entre
inmunoglobulinas con diferente especificidad. Las regiones contantes
estan formadas por un dominio (CL) en el caso de las cadenas ligeras y
tres o cuatro (CH1, CH2, CH3, CH4) en el caso de la cadenas pesadas
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(CH). Las regiones constantes, tienen secuencias ampliamente
conservada entre inmunoglobulinas del mismo grupo, lo que permite
establecer una clasificacion.

En base a la secuencia de la region contante de la cadena pesada se
puede dividir a los anticuerpos en un pequefio numero de clases y
subclases. Los anticuerpos pertenecientes a diferentes clases presentan
caracteristicas fisicoquimicas diferentes. En humanos hay cinco clases o
isotipos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. Los isotipos IgA e IgG se subdividen, a
su vez, en los subtipos IgA1 e IgA2, e IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En ratones
hay los mismos isotipos, pero el isotipo IgG se divide en IgG1, 1gG2a,
IgG2b e I9G3. Las cadenas pesadas de todas las moléculas de anticuerpo
de un mismo isotipo, o subtipo, comparten grandes regiones de secuencias
de aminoacidos idénticos pero diferentes a los de otro isotipo. Estas
regiones comunes son las que determinan las funciones efectoras que
tendran de cada uno de los isotipos. También existen dos isotipos de
cadenas ligeras, llamados k y A, pero estos no intervienen en la funcién
efectora de la molécula de anticuerpo.

La molécula completa de anticuerpo se forma por la unién de una
cada cadena pesada con una cadena ligera, y posteriormente la unidn
entre si, mediante uniones no covalentes y como enlaces covalentes
(Figura 1A y B). Entre la cadena pesada y ligera las interacciones
covalentes son en forma de puentes disulfuro entre el dominio CL y
dominio CH1. Las interacciones no covalentes surgen de interacciones
hidréfobas entre los dominios VH y VL, y entre el dominio CL y CH1. La
asociacion de los dominios VH y VL produce una oposicion especial de
forma que los dos dominios yuxtapuestos puedan contribuir de igual forma
a la union al antigeno. En el emparejamiento de las cadenas pesadas
también intervienen uniones covalentes en forma de puentes disulfuro en
la region entre el dominio CH1 y CH2. También hay intensas interacciones
no covalentes entre los dominios CH3, en cambio, no hay muchas
interacciones entre los dominios CH2. En este dominio se crea un hueco
donde se alojan los oligosacaridos pudiendo interaccionar entre ellos
contribuyendo a la asociacion de las dos cadenas.

El resultado de todas estas interacciones es que el conjunto se pliega
formando una estructura tridimensional globular comun, la molécula de
anticuerpo o inmunoglobulina (Figura 1B). Esta estructura presenta una
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dualidad funcional. Las regiones constantes determinan las propiedades
biolégicas del anticuerpo y estan conservadas entre los diferentes grupos
de inmunoglobulinas, y las regiones variables conforman los sitios de unién
al antigeno o paratopos (Figura 1A y C) y son las Unicas responsables de
su reconocimiento, es decir, determinan la especifidad el anticuerpo.

A Regiones de unioén al B
antigeno o Paratopos

Regiones
hipervariables
Determinantes de la
Complementariedad 4y_ a4
A v &y
® (CDRs) & o

Pt

Regiones
variables

Region
bisagra
CADENAS i .
LIGERAS C Zona de uniodn al antigeno
Regiones
constantes

CADENAS
PESADAS

Figura1

A: Representacion esquematica de una molécula de inmunoglobulina G (IgG). B: Esquema
tridimensional de la estructura globular de una IgG donde se indican la posicion de las regiones
variables (VL y VH) y las regiones constantes (CL y CH1,CH2 y CH3). En ambos casos las cadenas
ligeras se muestran en verde, y las cadenas pesadas en azul. C: Esquema tridimensional de la
disposicion de las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) para dar lugar a la zona
de union al antigeno.

En las regiones variables la mayoria de las variaciones en la
secuencia de aminoacidos estan confinadas a unas regiones concretas
que se denominan regiones hipervariables (Figura 1A). En la estructura
tridimensional de los anticuerpos las regiones hipervariables de las
cadenas pesada y ligera quedan juntas formando una superficie que es la
que determina el lugar de unién al antigeno, ya que forma una superficie
complementaria a su superficie, por ello también se las denomina regiones
determinantes de la complementariedad o CDR (complementary
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determining regions). Existen tres regiones responsables de la
complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) y son las responsables
directas de la interaccién con el epitopo. El resto de las regiones, también
llamadas regiones del armazon, ayudan al correcto plegamiento y
orientacion de las CDRs para que su estructura tridimensional “encaje”
perfectamente con el epitopo que reconocen (Figura 1C). En ellas hay
ciertos residuos y caracteristicas estructurales muy altamente conservados
que ayudan a que a pesar de la alta variabilidad de secuencia se
mantenga la estructura tridimensional del anticuerpo.

1.2. Diversidad del repertorio de anticuerpos

El repertorio de anticuerpos consiste en todos los anticuerpos que un
individuo puede producir en respuesta a la inmunizacion primaria con un
antigeno. Esto esta determinado por el numero de clones de células B que
expresan anticuerpos con diferente especificidad (se estima que mas de
10°) y que existen previamente a la inmunizacién. Es decir que la
informacién necesaria para generar el enorme y diverso repertorio de
anticuerpos estd presente en el acido desoxiribonucleico (DNA,
desoxyribonucleic acid) de cada individuo. Sin embargo, si cada una de las
cadenas pesadas y ligeras de todas las inmunoglobulinas estuvieran
producidas por un gen individual, mas de un tercio del genoma que codifica
para una proteina funcional seria necesario para generar las 10°
especificidades diferentes, pero éste no es el caso. Existen diferentes
mecanismos moleculares que contribuyen en diferente proporcién a crear
diversidad.

Los genes funcionales de las cadenas ligeras y pesadas de las
moléculas de anticuerpo no existen como tales en el DNA gendémico de las
células germinales, sino que se acoplan durante la maduracion de los
linfocitos B. Estos genes son fisicamente ensamblados por recombinacion
somatica de diversos segmentos génicos (segmentos variables V,
segmentos de union J y segmentos de diversidad D) hasta completar la
secuencia codificante de un par de genes, uno para la cadena ligera y otro
para la cadena pesada (Tonegawa, 1983). Este es uno de los mecanismos
de variabilidad que constituye la base de la gran diversidad de moléculas
de anticuerpo que se pueden llegar a generar.

Otro mecanismo seria, la diversidad de unién, que consiste en que la
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uniodn entre diferentes segmentos no se produce de manera exacta ya que
el fendbmeno de recombinacién que los une puede darse en diferentes
nucleotidos (Walter et al., 1995). Asimismo, hay un mecanismo mediado
por un enzima que afiade nucledtidos, al azar, a los genes ya
reorganizados de las inmunoglobulinas, este mecanismo contribuye
sobretodo a la diversidad de la CDR3. Esta es la region mas hipervariable
ya que no requiere la conservacion de ningun residuo estructural para
mantener su estructura. Esta CDR, especialmente en la cadena pesada, es
la que contribuye mayormente a la diversidad del repertorio. Finalmente, la
combinacion de diferentes cadenas pesadas y ligeras contribuye también a
generar variabilidad. En conjunto estos mecanismos generan entre 10° y
10" moléculas de anticuerpo diferentes, ocurren antes de que el antigeno
aparezca y forman parte de la respuesta inmunitaria primaria (Abbas et al.,
1995).

Por ultimo, en la respuesta inmune secundaria, se da el proceso de
mutacion somatica al azar en los genes V que contribuye basicamente a la
maduracion de los anticuerpos. Durante este proceso sustituciones
nucleotidicas o inserciones y delecciones (Goossens et al., 1998; Ohlin y
Borrebaeck, 1998; Wilson et al., 1998) incrementan el repertorio de
moléculas de anticuerpo permitiendo que se seleccionen los que han
mejorado su afinidad por el antigeno (Berek y Milstein, 1987; Allen et al.,
1988).

Ademas de estos mecanismos de diversidad comunes a todos los
vertebrados, en ciertas especies como el pollo (Reynaud et al., 1987), la
vaca (Parng et al., 1996) y el conejo (Becker y Knight, 1990) se consigue
una mayor variabilidad en el repertorio de moléculas de anticuerpo por un
mecanismo de conversion génica. También se ha descrito un mecanismo
alternativo en la generacién de diversidad del repertorio de anticuerpos de
la oveja por mutacién somatica independiente del antigeno (Reynaud et al.,
1995).

1.3. Fragmentos de anticuerpo recombinantes

Los conocimientos actuales sobre la estructura de la molécula de
anticuerpo y sobre las secuencias de los genes que las codifican, han
hecho posible el disefio de oligonucledétidos especificos que usados como
iniciadores para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase
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Chain Reaction), permiten su amplificacion y aislamiento (Orlandi et al.,
1989). Una vez aisladas las secuencias de los genes de las
inmunoglobulinas pueden ser clonadas para, mediante expresion en
diferentes sistemas heterélogos, obtener los anticuerpos recombinantes
(Rabs) (Hoogenboom y Winter, 1992). Mediante ingenieria genética se
pueden generar tanto moléculas de anticuerpo completas como
fragmentos de anticuerpo mas pequefios, con la Unica limitacién de que
mantengan su especificidad y capacidad de unién al antigeno.

PR 1
A %

A Molécula de 1gG B Fragmento F(ab), C Fragmento Fab
;;:»"‘

L % :
\V/ZR\V/A

D Fragmento Fv o dsFV E Fragmento scFv F Fragmento VH

Figura 2

Representacion esquematica de la estructura de una IgG (A) y de diferentes fragmentos de
anticuerpo que es posible obtener a partir de ella, bien mediante protedlisis enzimatica como los
fragmentos F(ab)2 (B) y Fab (C), bien mediante ingenieria de anticuerpos recombinantes como los
fragmentos dsFv (D), scFv (E) y VH (F).

El desarrollo de la ingenieria de los anticuerpos ha permitido generar
una amplia gama de fragmentos recombinantes de anticuerpos con
capacidad de unién al antigeno y finalidades muy diferentes. Se han
obtenido formatos bivalentes, como el fragmento F(ab)2 (Figura 2B);
monovalentes, como por ejemplo los fragmentos: Fab (fragmento de unién
al antigeno) (Figura 2C), Fv o dsFv ( fragmento Fv estabilizado por puentes
disulfuro) (Figura 2D), fragmento scFv (cadena simple de fragmentos
variables o single chain Fv fragment) (Figura 2E) y el fragmento VH (Figura

25



Introduccién general

2F). Ademas, se pueden obtener fragmentos trivalentes y tetravalentes con
la misma o con diferente especificidad (Figura 3). Igualmente se han
construido Rabs fusionados a un amplio rango de moléculas, incluyendo:
enzimas, toxinas, liposomas y biosensores (Figura 3). Algunos de estos
fragmentos como F(ab)'2 y Fab pueden generarse también por digestion
enzimatica de la molécula de inmunoglobulina, en cambio los fragmentos
scFv, dsFv, VH y todos sus derivados multivalentes o fusionados a otras
moléculas, s6lo pueden ser generados por ingenieria genética.

El fragmento Fv representa, después del dominio o fragmento VH
(Davies y Riechmann, 1995), la unidad minima de una molécula de
anticuerpo con capacidad de unién al antigeno (Givol, 1991). Tiene un
peso molecular de aproximadamente 25 Kda y los dominios VH y VL que lo
forman estan estabilizados por puentes disulfuro (Glockshuber et al., 1990;
Reiter et al., 1995) por lo que también se le denomina fragmento dsFv.

El fragmento scFv o cadena simple de fragmentos variables es
similar al fragmento Fv excepto en que los dos dominios VH y VL son
sintetizados como un unico polipéptido, estando covalentemente unidos
por un pequeno péptido sintético o “linker” que hace de conector (Bird et
al., 1988; Glockshuber et al., 1990). Este péptido conector es una entidad
flexible que no altera la estructura de los dominios variables, su tamafo
oscila entre 15 y 20 aminoacidos y suele ser rico en glicina y serina (Argos
et al.,, 1990). La orientacion de los dominios VH y VL puede influir en la
capacidad de unién al antigeno y su efecto puede variar segun la
secuencia de cada scFv y del péptido conector empleado (Desplancq et
al., 1994). El formato scFv tiene la ventaja, ademas de su pequefo
tamano, de que al sintetizarse en una sola molécula facilita la unién de los
dos dominios variables y minimiza los problemas de plegamiento o
disociacion que se producen cuando las dos cadenas se sintetizan por
separado. Por ello, la cadena simple de fragmento Fv o scFv es el formato
de anticuerpo recombinante mas simple y ademas el mas utilizado en
muchas de las aplicaciones de los Rabs.

Los avances en ingenieria de proteinas han permitido, siguiendo
diversas estrategias, el disefio de fragmentos recombinantes de
anticuerpos mas complejos (Figura 2). Se han conseguido derivados
bivalentes o biespecificos (Dejonge et al., 1995) mediante la unidon de dos
scFv con la misma o diferente especificidad. Ello se ha logrado mediante el
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uso de un péptido de unién adicional que conecta el extremo
carboxiterminal de una scFv con el extremo aminoterminal de otra
(Mallender y Voss, 1994). Aunque la estrategia mas efectiva para producir
moléculas multiméricas ha sido la de reducir la longitud, de 9 a 5 residuos,
del péptido conector que une la VH y VL de los fragmentos scFv. De esta
forma no se permite el plegamiento en forma de scFv ya que queda una
estructura mas rigida que se puede unir a otra idéntica. Incluso se ha
observado que en estos casos se pueden producir moléculas tri y
tetravalentes.

Otra estrategia ha sido utilizar los propios dominios constantes de las
inmunoglobulinas ya que de por si tienden a formar oligémeros (Figura 2).
También se han usado otros péptidos mas pequefios como motivos de
homo o hetero-dimerizacion, por ejemplo cremalleras de leucina (Kostelny
et al., 1992), hélices anfipaticas (Pack y Plickthun, 1992; Pack et al., 1993)
o estreptoavidina (Dubel et al., 1995) (Figura 3). Asimismo, se pueden
generar fragmentos scFv fusionados a enzimas, estreptoavidina u otras
proteinas, incluso toxinas y biosensores de forma que puedan utilizarse
para diferentes propdsitos y en diferentes aplicaciones.
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Representacion esquematica de diferentes fragmentos recombinantes de anticuerpo monovalentes,
multivalentes y multiespecificos, generados por fusion a distintos dominios proteicos. (O. Esteban.
Tesis doctoral, Universidad de Valencia, 2001)

28



Introduccion general

1.4. Obtencién de anticuerpos convencionales y recombinantes
1.4.1. Anticuerpos policlonales y monoclonales

La via clasica de produccion de anticuerpos es la inmunizacion de
animales, frecuentemente conejos o cabras, mediante inyeccién de
antigenos via intravenosa y/o intramuscular siguiendo un protocolo de
inmunizacién (Harlow y Lane, 1988). Una vez inmunizado un animal y
desencadenada la respuesta inmune, el conjunto de células B productoras
de anticuerpos secretaran éstos al suero y liquidos intersticiales en una
respuesta primaria denominada policlonal. Esta repuesta supone la
formacion de anticuerpos contra diferentes epitopos del antigeno,
producidos cada uno de ellos por un clon determinado de linfocito B. El
suero obtenido de estos animales, o antisuero, contiene anticuerpos
especificos de diferentes epitopos del antigeno introducido,
aproximadamente un 10%, pero también otros que forman parte de su
patrimonio inmunitario con otras especificidades.

La tecnologia de hibridomas (Kohler y Milstein, 1975) supuso un
enorme avance ya que permitié obtener anticuerpos especificos de un
unico epitopo o determinante antigénico y producirlos de forma indefinida.
Los denominados anticuerpos monoclonales son el producto de una célula
de hibridoma procedente de la fusion de un linfocito B con una célula de
mieloma de ratén. El hibridoma mantiene la capacidad de multiplicarse
indefinidamente (propiedad de las células de mieloma) y de producir y
secretar al medio de cultivo grandes cantidades de un unico anticuerpo
especifico de un solo epitopo (propiedad de los linfocitos B). El hibridoma
puede mantenerse en cultivo in vitro, ofreciendo la posibilidad de obtener
de forma ilimitada y reproducible moléculas de anticuerpo idénticas.

1.4.2. Fragmentos de anticuerpo recombinantes

Como ya se ha mencionado, las secuencias que codifican los genes
de anticuerpos pueden ser amplificadas, aisladas y clonadas
(Hoogenboom et al., 1992). Mediante expresiéon heterdloga se pueden
generar fragmentos de anticuerpo que retengan totalmente su
especificidad y capacidad de unién al antigeno. Para la obtencion de las
secuencias que codifican las regiones variables de las cadenas ligera y
pesada de la molécula de anticuerpo el primer paso es la obtencion de
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acido ribonucleico mensajero (MRNA, messenger ribonucleic acid). Este
mRNA inicial se puede obtener a partir de células de hibridomas ya
establecidos productores de anticuerpos monoclonales con una
determinada especificidad, a partir de linfocitos B de animales inmunizados
o incluso de linfocitos B de animales no inmunizados (Figura 3).
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Figura 3
Estrategias empleadas para la obtencion de fragmentos scFv especificos a partir de lineas celulares
de hibridoma o de genotecas combinatoriales de fragmentos scFv.

Posteriormente mediante transcripcion reversa del mRNA obtenido y
con iniciadores especificos de las regiones variables de las
inmunoglobulinas, se pueden generar fragmentos de DNA complementario
(cDNA) que son de nuevo amplificados por PCR (Orlandi et al., 1989). Los
productos resultantes de la amplificacién de las secuencias de las regiones
variables de las cadenas ligeras y pesadas se pueden clonar en vectores
apropiados segun el uso que se desee hacer de ellos. Cuando el mMRNA
inicial proviene de linfocitos B, con este proceso se obtiene una coleccion
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diversa de secuencias codificantes de genes de anticuerpo o genoteca con
especificidades diversas.

La traduccion de estas secuencias de cDNA para generar moléculas
proteicas capaces de unirse a un antigeno se puede realizar mediante
algun huésped heterdlogo o in vitro. Uno de los huéspedes mas utilizados
para generar fragmentos de anticuerpo son los bacteriéfagos. Los
dominios VH y VL, ya sea en formato scFv o Fab, pueden ser expresados
como proteinas de fusién a las proteinas PIIl o pVIII de la capsida del fago
filamentoso M13 o de otros fagos. De esta forma, los fragmentos de
anticuerpo quedan expuestos sobre la cubierta del fago y ademas resultan
funcionales. Este proceso da lugar a la tecnologia de exposicion de
proteinas en la superficie de fagos o “phage display” por su denominacion
en inglés (Figura 3) (Smith, 1985; McCafferty et al., 1990). Esta tecnologia
permite, mediante ciclos de enriquecimiento frente a un antigeno
determinado, seleccionar y separar del resto los fragmentos de anticuerpo
especificos de ese antigeno. La aplicacion de esta tecnologia para la
generacién de bancos combinatoriales de secuencias VH y VL o
genotecas, ha constituido un hito muy importante en la ingenieria de
anticuerpos, que ademas permite almacenar y propagar facilmente el DNA
de los clones obtenidos (Hoogenboom, 2005). Igualmente se han utilizado
otros huéspedes como levaduras (“yeast diplay”) (Kieke et al., 1997) o
incluso células de mamifero (Ho et al., 2006) para la expresion heterdloga
de anticuerpos recombinantes y su posterior seleccion frente al antigeno
de interés.

Ademas, también existe la posibilidad de realizar la traduccién de las
secuencias codificantes de los fragmentos de anticuerpo recombinantes in
vitro sin utilizar ningun sistema celular, por ejemplo mediante las
tecnologias conocidas como “ribosome display” o “mRNA display” (Hanes y
Plickthun, 1997) por su denominacién en inglés.

1.4.3. Genotecas de fragmentos de anticuerpo recombinantes

Existen diferentes tipos de genotecas o repertorios de fragmentos
scFv disponibles: a) genotecas inmunes procedentes de células del bazo
de ratones inmunizados, con lo cual los fragmentos scFv que contengan
reconoceran principalmente a un antigeno determinado (Burton et al.,
1991; Persson et al., 1991), b) genotecas nativas, en las que el repertorio
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de secuencias de anticuerpo procede de células B de donantes no
inmunizados (Marks et al., 1991; Sheets et al., 1998; Vaughan et al., 1998;
Soéderlind et al., 2001), por lo que los fragmentos scFv que contienen no
tendran una especificidad predeterminada y c) genotecas semisintéticas
que estan constituidas por moléculas de anticuerpo en las que uno o varios
CDRs del dominio VH o VL han sido reemplazados por diversas
combinaciones al azar de aminoacidos, creando asi, artificialmente, gran
diversidad de fragmentos scFv (Barbas et al., 1992; Nissim et al., 1994). A
partir de genotecas de fragmentos scFv expresados en la superficie de
fagos es posible seleccionar directamente fragmentos scFv altamente
especificos, y que pueden reconocer un amplio repertorio de antigenos,
comparables en afinidad a los anticuerpos generados por un animal en una
respuesta inmune secundaria. Ademas, la afinidad y/o estabilidad de los
fragmentos scFv seleccionados puede ser mejorada por mutagénesis
dirigida o aleatoria (Jirholt et al., 1998) o por implantacién de CDRs
(Soderlind et al., 2000). De los repertorios asi generados se realizara una
reseleccién frente al antigeno y de este modo se pueden obtener nuevos
fragmentos scFv de alta afinidad y con una variabilidad generada
artificialmente que se anadiria a la existente en el repertorio innato del
animal.

Estas técnicas ademas de evitar el uso de animales y el proceso de
inmunizacién, permiten obtener fragmentos scFv con relativa rapidez. El no
tener que pasar por un proceso de inmunizacién es especialmente
ventajoso cuando se desea obtener anticuerpos contra moléculas poco
inmunogénicas o incluso toxicas para el animal. Ademas, las técnicas de
seleccion permiten obtener fragmentos scFv contra epitopos poco
inmunogénicos o poco abundantes.

1.5. Aplicaciones de los anticuerpos recombinantes: inmunomodulacién

La alta afinidad y especificidad de los anticuerpos permite que
cuando estas moléculas son expresadas en una célula u organismo
puedan modular e incluso inhibir la funcién de la proteina o molécula frente
a la que reaccionan. Esta caracteristica los ha convertido en importantes
herramientas para la investigacion experimental pero también para
aplicaciones médicas (Fischer et al., 2003; Nolke et al., 2003).

El primer ejemplo de su utilizacién en plantas fue en 1992 (Owen et
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al., 1992), se expreso6 en plantas de tabaco un fragmento scFv especifico
de fitocromo. Semillas transgénicas de estas plantas mostraron un control
aberrante de la germinacion. Otros experimentos demostraron con éxito la
modulacion del metabolismo de flavonoides (Santos et al., 2004) y de la
biosintesis de poliaminas (Ndlke et al., 2005) utilizando fragmentos scFv
frente a enzimas clave de estas vias metabdlicas. La funcion de hormonas
de plantas como el 4cido abcisico (Artsaenko et al., 1995) o las giberelinas
(Shimada et al., 1999) también ha sido objeto de estudio mediante este
sistema.

Su aplicacién en la interferencia con patégenos fue demostrada por
primera vez frente a Artichoke Mottled crinkled virus (AMCV) (Tavladoraki
et al, 1993). También se ha aplicado a otros patégenos como el
phytoplasma causante del stolburn (Le Gall et al., 1998) o frente a
proteinas del estilete de nematodos (Baum et al., 1996). Ademas se han
desarrollado fragmentos scFv especificos de Fusarium fusionados a
péptidos antifungicos que expresados en Arabidopsis thaliana conferian
resistencia frente a dicho patégeno (Peschen et al., 2004).

2. La enfermedad de la sharka y el Plum pox virus

2.1. Origen, distribucién y sintomas de la enfermedad

La enfermedad de la sharka, una de las enfermedades mas serias de
las que afectan a las especies de Prunus (Cambra et al., 2006a). La sharka
se detectd por primera vez en 1917-18, en plantaciones de ciruelos y
albaricoqueros en Bulgaria, pero su naturaleza viral no fue descrita hasta
1932, cuando Atanasoff (Atanassof, 1932) la llamé enfermedad de la
“sharka” (viruela en lengua eslava). Desde entones, el virus se ha
dispersado progresivamente a gran parte del continente Europeo
incluyendo la costa mediterranea y los paises del este (Roy y Smith, 1994).
Mas recientemente, se ha encontrado tanto en América del sur como del
norte (Chile, USA, Canada y Argentina) (Levy et al., 2000; Thompson et
al., 2001; Dal Zotto et al., 2006) y en Asia (Kazakhstan, China y Pakistan)
(Spiegel et al., 2004; Navratil et al., 2005; Kollerova et al., 2006) (Figura 5).

Esta enfermedad afecta a las principales especies de frutales de
hueso del género Prunus, especialmente al albaricoquero, ciruelo europeo
y japonés, melocotonero, nectarino, almendro, cerezo y guindo (Llacer y

33



Introduccion general

Cambra, 2006). Sin embargo, hay otras especies vegetales que, aunque
no se han encontrado infectadas de forma natural, pueden hacerlo bajo
condiciones experimentales.

1. Bulgaria (1917) D, M

2. Serbia (1935) D, M, Rec

3. Hungary (1938) D, M, C

4. Rumania (1941) D, M, Rec, C
5. Albania (1947) D, M, Rec

6. Slovakia (1950) D, M, Rec

7. Czech Republic (1952) D, M, Rec
8. Germany (1956) D, M

9. Austria (1961) D

10. Poland (1961) D, M

11. Moldova (1962) C

12. Russia (1962) D, C

13. The Netherlands (1965) D
14. United Kingdom (1965) D
15. Greece (1967) D, M

16. Switzerland (1967)

Figura 5

. Ukraine (1967)

. Turkey (1968) D, M, Rec
. France (1970) D, M

. Sweden (1970)

. Italy (1973) D, M, Rec, C
. Belgium (1974) D

. Cyprus (1982) M

. Spain (1984) D

. Portugal (1984) D

. Syria (1986) D, M

. Egypt (1987) EA

. Slovenia (1987) D, M

. Croatia (1988) D, M

. Chile (1992) D

. Estonia (1994)

. Georgia (1994)

33.
34.
35.
36.

37.
38.
39.
40.
41.

Lithuania (1995) D
India (1995)
Norway (1998) D
United States of America
(1999) D
Canada (2000) D, W
China (2000)
Jordan (2001) M
Tunisia (2002) D
Bosnia y Herzegovina (2004) D,

M, Rec

42.
43.

Iran (2004)
Kazakhstan (2004) D

44. Argentina (2004) D

45.
46.

Pakistan (2006) D, Rec
Montenegro (2007) D, M, Rec

Situacion de dispersion mundial de la enfermedad de la sharka. Los numeros del mapa indican el
orden de aparicion de la enfermedad, entre parentesis se muestra el afio de la primera deteccién o
descripcion, también se indica a continuacion se indican los tipos de aislado existentes en cada pais.
(Las referencias se encuentran en EPPO Bulletins vol. 4(1) 1974, vol. 24 (3) 1994 and vol. 36 (2)

2006).
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Dentro de estas ultimas se encuentran diversas especies del género
Nicotiana (N. benthamiana, N. clevelandii y N. occidentalis), y las especies
Pisum sativum y Chenopodium foetidum (Németh, 1986; Virscek Marn et
al., 2004; Llacer, 2006). El ciclo vegetativo corto de estas plantas, en
contraposicion al de los frutales de hueso, hace de ellas una herramienta
indispensable para el estudio biolégico y molecular de la infeccion por
PPV.

Los sintomas de la sharka varian mucho segun el aislado, el
huésped, la localizacion geografica y la época del ano. En frutales, los
primeros sintomas aparecen en primavera en forma de anillos y manchas
cloréticas en algunas hojas. En los frutos suelen aparecer manchas,
anillos, depresiones y deformaciones, ademas, en el caso del
albaricoquero pueden presentar anillos en los huesos, mal sabor y una
caida precoz (Llacer y Cambra, 2006). Los sintomas producidos en los
frutos impiden muchas veces su consumo en fresco y su utilizaciéon en la
industria. En herbaceas los sintomas se caracterizan por manchas
cloréticas en las hojas, y deformaciones cuando la infeccion esta muy
avanzada. En el caso de los arboles frutales, muchos de ellos no
presentan sintomas los primeros afos de la infeccion lo que resulta
especialmente peligroso para la dispersién de la enfermedad.

La condicion de pandemia de la enfermedad de la sharka y su
importancia socioecondmica debido a las pérdidas econdmicas que
produce (Cambra et al., 2006a), han impulsado una intensa actividad
investigadora encaminada no solo a mejorar las técnicas para su
diagnodstico sino también la gestién y control de la enfermedad, tratando de
conocer los aspectos basicos de la biologia molecular del virus y su
interaccion con sus hospedadores naturales o experimentales.

2.2. El agente causal: Plum pox virus.
2.2.1. Replicacion y expresion del genoma viral.

El agente causal de la enfermedad de la sharka es el Plum pox virus
o PPV, es miembro del genero Potyvirus de la familia Potyviridae. El
genoma de PPV, como el resto de potyvirus, consiste en una molécula de
RNA de cadena simple y polaridad positiva, que se encapsida formando
particulas flexuosas y en forma de varilla de aproximadamente 660-750 nm
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de longitud y 12,5-29 nm de anchura (Figura 6A). El RNA gendmico de
PPV esta formado por 9786 nucledtidos en la mayoria de aislados,
ademas tiene una proteina 5 terminal (VPg) y una cola de poly A en el
extremo 3’ terminal (Figura 6B).
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Figura 6

Microfotografia de particulas viricas de PPV y diagrama esquematico de su estructura en forma de
varilla (panel A). Esquema del genoma viral donde se indican las proteinas codificadas, su tamafio
(K=Kda) y los lugares dénde cortan las diferentes proteasas virales (panel B).

En el genoma de PPV existe una unica y larga pauta de lectura
abierta (ORF, “open reading frame”), que se inicia desde el segundo codén
AUG dando lugar a una unica poliproteina de aproximadamente 355 Kda y
dejando sin traducir una regidon de aproximadamente 220 aminoacidos, no
codificante en el extremo 3'. Una vez traducida la poliproteina se inicia un
proceso en cascada por la accién de al menos 3 proteasas generandose
como minimo 10 productos proteicos maduros (Figura 6B): las proteinas
P1, HCPro, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla, NIb y la proteina de la capsida
(CP, capsid protein) (Merits et al. 2002). Recientemente se ha descubierto
una nueva ORF mas corta, alojada dentro del cistréon P3 de la poliproteina
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y que se traduce en una pauta de lectura con dos aminoacidos de
desplazamiento (Chung et al., 2008). Esta ORF se denomina pippo, y su
secuencia estd muy conservada entre los virus de la familia Potyviridae.

Las proteinas P1 y HCPro son, respectivamente, serina y cisteina
proteasa, que cortan en su propio extremo C-terminal (Garcia et al., 1993).
El procesamiento de la zona central y carboxi terminal de la poliproteina de
PPV es llevada a cabo por el dominio proteasa C-terminal de la proteina
Nla (Garcia et al., 1989). El dominio N-terminal de la proteina Nla. El
proceso de maduracién de la poliproteina de PPV es un proceso que esta,
muy probablemente, altamente regulado y tiene un papel muy relevante en
el control de la infeccion de PPV. Una caracteristica importante de la
proteasa Nla de los Potyvirus es la especificidad de cada una por su propio
lugar de corte (Garcia y Lain, 1991; Parks y Dougherty, 1991). Esto resulta
de gran interés para aplicaciones biotecnoldgicas, y se ha explotado en el
desarrollo de vectores de expresion derivados del genoma de PVV (Garcia
et al., 2006).

La NIb es una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp: “RNA
dependent RNA polymerase”) y se considera la responsable de la
replicacién del genoma de los potyvirus (Hong y Hunt, 1996) utilizando la
proteina VPg como cebador. La actividad replicasa completa no ha sido
purificada, aunque si se ha conseguido la replicacién in vitro utilizando
extractos de células infectadas enriquecidas con fracciones de membrana
de RE y de vesiculas del tonoplasto (Martin y Garcia, 1991). Estos
resultados indicarian que el complejo de replicacion requiere la interaccion
diversas proteinas virales, aunque seguramente también de la planta, que
todavia no ha sido totalmente identificadas. En el caso de TEV se ha
propuesto que, en el direccionamiento de los complejos de replicacion a
los lugares de replicacion en las membranas del RE, interviene la proteina
6K2. Mediante analisis mutacional se ha visto que para la amplificacién de
genoma viral de “Tobacco vein mottling virus” (TVMV) también se requiere
la proteina P3 (Klein et al., 1994). La proteina Cl de PPV tiene actividad
NTPasa y helicasa (Lain et al., 1990; Fernandez et al., 1995), ambas
requeridas para la funcion de replicacién del RNA viral (Fernandez y
Garcia, 1997). Otros estudios muestran que esta proteina de PPV (Gémez
De Cedron et al., 2006) y otros potyvirus (Carrington et al., 1998) parece
estar involucrada en el movimiento célula a célula.
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La proteina HCPro de los potyvirus, inicialmente PVY y TEV, fue la
primera proteina que se demostré que interferia con el mecanismo de
defensa de las plantas mediado por silenciamiento del RNA (Brigneti et al.,
1998; Kasschau y Carrington, 1998; Anandalakshmi et al., 2000),
posteriormente ha sido confirmado también para PPV y otros potyvirus
(Tenllado et al., 2003; Varrelmann et al., 2007). Asimismo se ha
relacionado a esta proteina con la amplificaciéon del genoma, el movimiento
viral (Kasschau et al., 1997), y la transmisién por pulgones (Berger et al.,
1989; Wang, R. Y. et al., 1998b; Ruiz-Ferrer et al., 2005).

La CP tiene como principal funcion la encapsidaciéon del genoma
viral, pero al igual que el resto de proteinas potyvirales, se han descrito su
relacion con otras funciones, como son el movimiento célula a célula, el
movimiento a larga distancia en la planta o la transmisibilidad por pulgdn
mediante su interaccion con HCPro.

2.2.2. Compartimentalizacion celular de las proteinas virales

Las proteinas de PPV al igual que del resto de los potyvirus se
acumulan en diferentes compartimentos celulares de las células infectadas
dando lugar a estructuras caracteristica de la infeccion con estos virus,
como ya sefalaron las primeras observaciones de células infectadas
realizadas (Van Oosten y Van Bakel, 1970; Hiebert et al., 1984; Martin et
al., 1992).

La proteina CI, denominada asi porque se acumula en el citoplasma
formando inclusiones citoplasmicas (ClI, citoplasmic inclusions) cilindricas,
en forma de molinete, que son uno de los sintomas tipicos de la infeccién
por potyvirus, y también se han visto asociadas a plasmodesmos en
estudios realizados con otros potyvirus (Rodriguez-Cerezo et al., 1997;
Roberts et al., 1998).

Las proteinas NIb y Nla, denominadas asi por los términos en inglés
“nuclear inclusions” (NI), se asocian formando inclusiones cristalinas
principalmente en el nucleo, aunque también lo hacen en el citoplasma
(Martin et al., 1992). En algunos potyvirus como el Tobacco etch virus
(TEV) se han identificado y caracterizado secuencias de sefalizacion
nuclear (NLS, nuclear signalling sequences) en las secuencia de en las
proteinas Nla y NIb. Ademas, se ha comprobado, mediante fusién a una
proteina marcadora, que la NLS de la proteina Nla de dicho virus resulta
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eficaz para el transporte al nucleo de dicha proteina (Carrington et al.,
1991).

La acumulacion intracelular del resto de proteinas no estructurales de
PPV es menos evidente, aunque la colocalizacién de algunas de ellas con
las inclusiones cristalinas se ha descrito en ocasiones (Martin y Gélie,
1997).

2.3. Epidemiologia

La enfermedad de la sharka se encuentra en casi todos los paises en
los que hay una importante produccion de frutales de hueso. El trafico
ilegal de material vegetal y la falta de controles mas exhaustivos a la hora
de intercambiar material de propagacién aparentemente sano, suponen la
principal via de dispersion de PPV a larga distancia. Una vez que la sharka
se ha establecido en un area, la diseminacién a corta distancia es
realizada por diversas especies de pulgones de forma no persistente. En
las condiciones espafiolas mediterraneas, Aphis spiraecola, A. gossypii y
Myzus persicae son los principales vectores responsables de la dispersion
natural de la enfermedad (Capote et al., 2008).

Existen varios tipos de aislados de este virus, que varian en su
sintomatologia, epidemiologia y agresividad. Estas diferencias han sido
seroldgica y molecularmente descritas (Cambra, et al., 2006a; Candresse y
Cambra, 2006; James y Glasa, 2006) dando lugar a 6 tipos: PPV-D
(Dideron), PPV-M (Marcus), PPV-C (Cherry), PPV-EA (El Amar), PPV-W
(Winona) y PPV-Rec (recombinante entre D y M). De todos ellos, los tipos
mas ampliamente extendidos son PPV-D y PPV-M, su principal diferencia
reside en la capacidad de infectar melocotonero. Los aislados tipo M se
caracterizan, en general por su mayor agresividad, mas rapida dispersion y
por causar sintomas mucho mas graves en hojas, flores y frutos de
melocotonero que los aislados tipo D. El tipo PPV-EA (Myrta et al., 2006)
de Egipto es mucho menos frecuente y esta limitado a determinadas areas
geografica. El tipo PPV-C (Fanigliulo et al., 2003), que infecta cerezos, y el
PPV-W de Canada (James y Varga, 2005) son grupos mas divergentes. El
tipo PPV-Rec (Glasa et al., 2004), fue el ultimo descrito, estda ampliamente
extendido y sus aislados se caracterizan por derivar de un evento unico de
recombinacion cuyo punto de rotura se localiza en el gen de la NIb
replicasa. Por ultimo se descrito un posible nuevo tipo (Serce ef al., 2009)
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formando por diversos aislados de Turquia, por lo que se le denomina
PPV-T, y que se caracterizarian por un evento unico de recombinacion en
la secuencia de la proteina HC-Pro .

En Espafia unicamente existe dispersién de aislados tipo PPV-D.
Estos aislados causan dafos en albaricoquero (Prunus armeniaca) y en
ciruelo europeo (P. domestica), produciendo graves pérdidas en
variedades tempranas de los mismos, pero afecta poco a ciruelo japonés
(P. salicina). Sin embargo, no se dispersan de forma naturalmente entre
cultivares de melocotonero y tampoco infectan a almendros y cerezos. En
julio de 2002 fue detectado en Espafia (Aragon) un aislado tipo M, pero fue
rapidamente erradicado de la zona impidiéndose asi su dispersion
(Cambra M.A. et al., 2003).

3. Estrategias de control de las enfermedades virales

Una vez que los virus consiguen sobrepasar los mecanismos de
defensa de las plantas es dificil la curacidon de las enfermedades que
provocan al no ser efectivos los tratamientos quimicos contra ellos sin
afectar también a las células vegetales. Por todo ello las enfermedades
virales causan serios problemas e importantes pérdidas econémicas en la
produccién agricola en todo el mundo.

Las medidas preventivas, que incluyen un buen control sanitario, la
utilizacion de material libre de virus para la propagacion vegetativa y como
fuente de semillas, son especialmente importantes en zonas donde la
enfermedad no ha sido introducida. La aplicacion de programas de
cuarentena y erradicacion, y el control de los vectores que transmiten los
virus son fundamentales para evitar la propagacion de la enfermedad en
zonas con baja incidencia de la misma. Sin embargo, la estrategia mas
duradera y definitiva en la lucha contra las virosis vegetales es la utilizacion
de cultivares resistentes a la enfermedad. Por todo ello se invierten
numerosos recursos tanto materiales como econdémicos en la busqueda y
obtencién de plantas resistentes a virus.

Los métodos clasicos de cruzamientos genéticos se ven limitados en
ocasiones por la escasez de fuentes de resistencia en parentales
compatibles, o por la naturaleza poligénica de algunos caracteres de
resistencia. Pero ademas existe el inconveniente de que ademas de ser
resistentes deben mantener caracteristicas agrondmicas adecuadas.
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Los métodos biotecnoldgicos basados en la transformacién genética,
que permite la introduccibn de secuencias génicas en plantas
independientemente de su origen, han ampliado enormemente las
posibilidades de obtener plantas resistentes a virus. Estos métodos
permiten transferir genes de resistencia naturales entre especies no
compatibles, y asi crear nuevas variedades resistentes. Asimismo se
pueden transferir genes o secuencias heterélogas cuyas expresion tenga
actividad antiviral en su mas amplio sentido, en algunos casos por
interferencia con alguna funcién viral y en otros por el desencadenamiento
de las reacciones de defensa de la planta que se inducen de forma natural
en respuesta a infecciones virales.

Las principales ventajas de la obtencion de resistencia mediante
plantas transgénicas es que se pueden aplicar a cultivares de interés
agronoémico sin alterar sus propiedades fenotipicas, y también que el
mismo gen o secuencia se pueden aplicar a diferentes especies afectadas
por el mismo virus

3.1. Resistencia a virus en plantas transgénicas que expresan secuencias
virales

La resistencia derivada del patégeno (PDR, pathogen derived
resistance”) (Sanford y Johnston, 1985) es un fenémeno por el cual la
expresiéon en plantas de genes o secuencias génicas de un patdgeno
protege de los efectos producidos por la infeccion de dicho patégeno o
incluso patégenos relacionados.

Esta aplicacion se demostrdé que funcionaba contra virus de plantas
por primera vez mediante la expresion del gen de la CP de Tobacco
mosaic virus (TMV) en plantas de tabaco (Powell et al., 1989) y de tomate
(Nelson et al., 1988). La efectividad practica de la PDR para controlar virus
(Nelson et al., 1987) de plantas se ha establecido de forma firme a través
de numerosos estudios independientes en los que se han conseguido
plantas resistentes a casi todas las familias de virus de plantas en
numerosos cultivos (Voinnet, 2001; Lindbo y Dougherty, 2005; Macdiarmid,
2005).

Inicialmente se penso6 que la proteina tenia que ser expresada para
producir resistencia. Pero mas tarde se ha demostrado que la mayoria de
los casos la resistencia inducida por los transgenes virales esta mediada
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por el RNA a través del mecanismo de silenciamiento génico post-
transcripcional (PTGS, “Post- transcriptional gen silencing”), o también
denominado silenciamiento del RNA y considerado como un mecanismo
de defensa de la planta frente a virus (Voinnet, 2001; Lindbo y Dougherty,
2005; Voinnet, 2005; Waterhouse y Fusaro, 2006). La induccién del
silenciamiento del RNA por un transgen viral causa la degradacién
especifica del genoma del virus invasor, que ha de tener una alta
homologia de secuencia con el transgen introducido en la planta. De todo
ello resulta un fenotipo resistente a la enfermedad.

Para conferir resistencia mediante este mecanismo se han utilizado
construcciones de genes virales completos o truncados de las proteinas
CP, RdRp, proteasas y proteinas de movimiento (MP, movement protein);
secuencias de RNA satélite, RNA defectivos interferentes y regiones no
codificante; secuencias de DNA repetidas e invertidas de forma que
generen RNA de doble cadena (dsRNA). A pesar de los tremendos
avances en este campo la unica forma de identificar fenotipos resistentes
es de forma empirica, lo que implica la transformacién de plantas y la
posterior realizacion de ensayos de proteccion.

3.2. Resistencia a virus en plantas transgénicas que expresan secuencias de
naturaleza no viral

Existen estrategias que han utilizado multitud de recursos genéticos
de naturaleza diversa para generar plantas resistentes a virus. En primer
lugar se han transferido con éxito genes de resistencia entre diferentes
especies. Por ejemplo, se ha obtenido resistencia a TMV mediante la
introduccion del gen N de tabaco a plantas de tomate (Whitham et al.,
1996), y la introduccién del gen w5 de tomate en plantas de tabaco confirié
resistencia a toposvirus (Spassova et al., 2001). Mas recientemente se ha
demostrado que la evoluciéon genética artificial se puede usar para
incrementar la efectividad de este tipo de transgenes de resistencia natural
(Farnham y Baulcombe, 2006).

Asimismo se pueden utilizar genes de inhibidores naturales de
alguna funcion viral. Posibles candidatos son las proteinas inactivadoras
de la actividad de los ribosomas, aisladas de diversos o6rganos de
Phytolacca americana, y que inactivarian la traduccién a proteina de los
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genomas virales. Aunque estas proteinas serian potencialmente toxicas
también para las células de la planta, se han obtenido mediante ingenieria
genética variantes menos toxicas que confieren resistencia a virus al ser
expresadas en plantas (Wang, P. G. et al., 1998; Zoubenko et al., 2000;
Van Damme et al., 2001). Otras estrategias incluyen el uso del enzima de
mamiferos 2’,5’-oligoadenilato sintetasa (Truve et al., 1993), uno de los
componentes de la via de degradacidon de RNA implicada en actividad
antiviral inducida por interferones en células de mamiferos. Igualmente se
han transformado plantas de tabaco con inhibidores de cisteina
proteinasas para obtener resistencia frente a potyvirus (Gutiérrez-Campos
et al., 1999)

En los ultimos afios la expresién de anticuerpos recombinantes
especificos de proteinas virales esta siendo objeto de una gran atencién
(Prins et al., 2008).

3.3. Estrategias de control del virus de la sharka

La dispersion de la enfermedad de la sharka no puede ser frenada
de forma eficiente mediante la aplicacion de insecticidas para el control de
los pulgones vectores de su agente causal. Esto es debido a que PPV, al
igual que otros potyvirus, es transmitido de forma no persistente, y en
consecuencia, el virus puede ser inoculado por pulgones viruliferos durante
periodos muy cortos de prueba previos a la alimentacion.

PPV ha sido reconocido como el principal patégeno que afecta a los
frutales de hueso e incluido en las listas oficiales de cuarentena. De hecho,
en muchos paises PPV estd sometido a un control estricto (Lebas et al.,
2006; Levy, 2006), basado principalmente en medidas de cuarentena,
programas de erradicacion, uso de material certificado y libre de virus, etc.
Estas medidas de contencién, sobretodo la erradicacion, son
especialmente utiles en lugares donde los niveles de infeccion son
moderados y bajos. Sin embargo, para que éstas tengan éxito han de
aplicarse poco tiempo después de la introduccion de la enfermedad en una
region o pais, y ademas es importante que haya un control estricto en su
aplicacion. Al mismo tiempo requieren de medios tecnologicos que
permitan la deteccion fiable y en momentos iniciales de la enfermedad, y
también el apoyo tanto politico como de los agricultores para su ejecucion.
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Por ejemplo, en grandes areas de Canada y Estados Unidos se
estan llevando a cabo desde el afio 2000 dos programas diferentes con la
intencion de erradicar la enfermedad (Gottwald, 2006; Ramel et al., 2006).
Aunque a pesar de todos los controles, en muchos paises se ha pasado de
una fase de erradicacion insatisfactoria a tener que establecer medidas de
contencién para el control de la enfermedad (Mumford, 2006; Myrta et al.,
2006). Un buen complemento a las medidas de cuarentena y erradicacion
seria la utilizacion de material vegetal con certificacién de que esta libre de
virus.

En los lugares en los que la enfermedad ya esta muy extendida no
son utiles la medidas de contencidén. Por ello, paralelamente a estas
medidas de control, numerosos esfuerzos en diversos paises estan
focalizados al desarrollo de cultivares de Prunus resistentes a PPV. Se han
explorando tanto estrategias de cruzamientos clasicos, aprovechando
resistencias naturales, como estrategias basadas en la ultimas técnicas
biotecnologicas.

En albaricoquero y ciruelo, se han identificado algunas fuentes de
resistencia en especies de interés agronémico y los progresos en la mejora
genética estdn mas avanzados (Badenes y Llacer, 2006; Decroocq et al.,
2006; Hartmann y Neumdiler, 2006; Karayiannis, 2006; Thompson, 2006).
Por el contrario, a pesar del rastreo masivo de germoplasma de
melocotonero no se han podido encontrar fuentes de resistencia.
Actualmente los esfuerzos se centran en utilizar la resistencia identificada
en P. davidiana mediante hibridacion interespecifica (Decroocq et al.,
2005).

Paralelemente, se han explorado vias alternativas para generar
plantas resistentes a PPV. Las principales estrategias llevadas a cabo se
han basado en la obtencién de plantas transgénicas que expresan
secuencias virales y que inducen resistencia frente al virus. Inicialmente el
gen de la CP fue el mas utilizado en los intentos por inducir este tipo de
resistencia. Mediante dicha estrategia se obtuvieron plantas transgénicas
de Nicotiana resistentes a PPV (Regner et al., 1992; Ravelonandro et al.,
1993; Jaquet et al, 1998). En general, el grado de resistencia era
inversamente proporcional al nivel de acumulacién de CP, por lo que el
mecanismo debe estar mediado por el silenciamiento e inducido por el
RNA viral. Posteriormente estas estrategias se han aplicado a especies de
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Prunus. Este ultimo es el caso de los ciruelos transgénicos C5
(Ravelonandro et al., 1997; Scorza y Ravelonandro, 2006) cuya resistencia
ha sido probada también en condiciones naturales de campo (Hily et al.,
2004; Malinowski et al., 2006).

Ademas existen otros ejemplos, en plantas herbaceas, de obtencién
de resistencia a PPV mediante la transformacién con secuencias de otras
proteinas virales (Wittner et al., 1998; Guo et al., 1998; Tavert-Roudet et
al., 1998; Barajas et al., 2004; Di Nicola-Negri et al., 2005; Zhang S.C. et
al., 2006) en las que también se establecen fendmenos de silenciamiento.

A pesar del éxito de estas estrategias, la existencia de las proteinas
supresoras de sileciamiento, codificadas por los propios genomas virales,
entre ellas la HC-Pro de potyvirus, cuestionan la durabilidad de este tipo de
resistencias a largo plazo. Por ello resulta de especial interés la evaluacion
de vias alternativas y/o complementarias, como puede ser la expresiéon de
anticuerpos recombinantes especificos de PPV, para inducir resistencia. Y
aunque sus aplicaciones en patologia vegetal son todavia limitadas tiene a
su favor el hecho de que no implica el genoma viral.
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OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

En la introduccion previa se ha puesto en evidencia la importancia de
la enfermedad de la sharka. La utilizacién de cultivares resistentes es una
estrategia critica para el control a largo plazo de dicha enfermedad.

En la actualidad se llevan a cabo diversos programas de mejora
genética para obtener variedades resistentes que tengan a la vez
caracteristicas agronémicas adecuadas. La principal limitacion de esta
estrategia es el largo proceso que implica la seleccién de hibridos
resistentes con aceptable comportamiento agrondmico y adaptados a las
condiciones locales y que puede tardar mucho tiempo en dar sus frutos.
Ademas, se han aplicado con éxito estrategias basadas en la
tranformacion genética con secuencias del genoma viral, obteniendose
ciruelos resistentes a la enfermedad. Sin embargo, la posibilidad de
pérdida de la resistencia debida los supresores de silenciamiento que
conlleva esta aproximacion induce a la busqueda de nuevas vias
alternativas y/o complementarias de generar resistencia.

La expresion en plantas de anticuerpos especificos de proteinas
virales con la intencion de inmunomodular su actividad ha resultado util
para interferir con la infeccién en distintos virus de animales y humanos. Su
utilizacion en virologia vegetal empieza a ser cada vez de mas interés,
puesto que no sélo representa una prometedora estrategia para obtener
plantas resistentes a la sharka, si no que ademas puede utilizarse para
profundizar en el conocimiento de la biologia molecular de su agente
causal PPV.

En funcién de estos antecedentes se ha planteado el objetivo general
de evaluar la capacidad de fragmentos de anticuerpo recombinantes
especificos de PPV de interferir con la infeccién viral mediante su
expresidon en plantas. Este objetivo general se puede dividir en los
siguientes objetivos especificos que han sido abordados en los diferentes
capitulos de la presente memoria de tesis doctoral:
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1.

Obtencién de plantas de lineas transgénicas de Nicotiana
benthamiana que expresen versiones del fragmento recombinante
scFv2A especifico de la NIb replicasa de PPV dirigidas a diferentes
compartimentos celulares: el citoplasma (scFv2A), la membrana del
reticulo endoplasmico (6K2scFv2A) y el nacleo (NLSscFv2A).

Evaluaciéon de la proteccién conferida por la expresion de dichos
fragmentos recombinantes frente a la infeccion por el virus de la
sharka, mediante diferentes métodos de inoculacion viral.

Evaluacion del nivel de acumulacién y duracion de la expresidn
transitoria, mediada por Agrobacterium tumefaciens, de los
fragmentos scFv2A en hojas de Nicotiana benthamiana.

Establecimiento de un sistema rapido y cuantitativo para la
evaluacion de la capacidad de fragmentos scFv especificos de PPV
de interferir con la infeccion viral.



CAPITULO 1

“Obtencion de plantas transgénicas
estables de Nicotiana benthamiana
que expresan fragmentos scFv
especificos de NIb replicasa de
Plum pox virus”







Capitulo 1

1. INTRODUCCION

Desde que se demostro la posibilidad de generar moléculas
funcionales de anticuerpos en plantas y que éstas retenian sus
propiedades de unién a su antigeno (Hiatt et al., 1989; Diring et al., 1990)
se han sucedido un gran numero de trabajos en los que se han expresado
con éxito diferentes versiones de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
recombinantes (Rabs): anticuerpos completos (Voss et al., 1995; Baum et
al., 1996), fragmentos Fab (De Neve et al., 1993; De Wilde et al., 1996),
fragmentos scFv (Owen et al., 1992; Bruyns et al., 1996) y fragmentos
scFv biespecificos (Artsaenko et al., 1995) entre otros. Su expresion,
ademas, ha sido dirigida tanto a compartimentos intra como extra
celulares.

La expresion en plantas de anticuerpos recombinantes tiene
fundamentalmente dos finalidades. En un primer caso, las plantas se
utillizan como sistemas de expresion heterdloga y los Rabs producidos se
utilizaran fuera de ellas, como herramientas de diagnéstico o en
aplicaciones terapéuticas (Marasco, 2001; Giddings et al., 2000; Fischer et
al., 2003) entre otros. En un segundo caso, el objetivo seria el de
inmunomodular o inducir cambios en algun proceso o funcion de la planta
en la que son expresados. El proceso que se desea modificar depende
normalmente de una molécula, generalmente una proteina, a la que el Rab
reconoce, a la cual se une de forma especifica y modifica su funcion
(Conrad y Manteuffel, 2001; Jobling et al., 2003; Miroshnichenko et al.,
2005; Gahrtz y Conrad, 2009). Dependiendo de la finalidad o el uso que se
quiera hacer de ellos, se escogera la produccién de Rabs completos o de
diferentes fragmentos recombinantes de anticuerpo, y su expresién sera
dirigida al compartimento celular mas adecuado.

La via natural de sintesis de los anticuerpos en las células de
mamiferos es la via secretora. Las cadenas de Ig se sintetizan como
precursores que son transportados al lumen del reticulo endoplasmico
(RE) al que son dirigidos mediante secuencias sefal. Después de eliminar
esas secuencias en el reticulo, se unen a ellos las chaperoninas que
ayudan a su correcto plegamiento y ensamblaje dando lugar a la molécula
completa de anticuerpo. Posteriormente, los anticuerpos son secretados al
espacio extracelular, o permanecen unidos a la membrana citoplasmatica,
donde actuaran de receptores. Este proceso puede darse también en
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células vegetales. Los Rabs se pliegan y ensamblan de forma eficiente en
el RE de células de plantas (Hiatt, 1990; Ma et al., 1995), ya que existen
chaperoninas homélogas a las del RE de las células de mamiferos (Nuttall
et al., 2002) y a que las secuencias senal de direccionamiento al RE y
posteriormente a la via secretora son reconocidas independientemente de
su origen (Denecke et al., 1992). En cambio, el citoplasma no es un buen
compartimento para la expresion de Rabs, ya que su ambiente reductor no
es el mas adecuado para favorecer el plegamiento y por tanto, el buen
funcionamiento de los mismos. De hecho, s6lo se ha conseguido expresar
Rabs completos dirigiendo su expresion al RE y posteriormente al
apoplasto.

No obstante, para muchos de los usos a los que se destinan los
Rabs, especialmente en inmunomodulacion, la region de anticuerpo que
resulta crucial es unicamente el sitio de unidn al antigeno, es decir, los
dominios variables situados en la region N-terminal de cada una de las
cadenas ligera (VL) y pesada (VH) que forman la Ig. En estos casos
resultan mas utiles formatos como las cadenas unicas de fragmentos
variables de anticuerpo 6 scFv (del inglés “single chain variable fragment”).
Estos fragmentos no requieren procesamiento post-traduccional ni
ensamblaje de varias cadenas, como requieren los anticuerpos completos.
Ademas, para su uso en inmunomodulacion, su menor tamafio respecto de
la molécula completa de anticuerpo, facilita que puedan unirse e interferir
con epitopos cripticos, no superficiales en la estructura del antigeno. Pero
sobre todo, la mayor ventaja es que pueden ser expresados
intracelularmente, y su expresion puede ser dirigida, mediante secuencias
sefales adecuadas, a los diferentes compartimentos celulares de las
células eucariotas. Se ha demostrado que los fragmentos scFv son
capaces de adoptar la conformacién correcta para ser moléculas
funcionales incluso en el ambiente reductor del citoplasma celular de
plantas, aunque generalmente se acumulan a niveles muy bajos en este
compartimento. Esta es una caracteristica fundamental puesto que cuando
se desea inmunomodular la actividad de proteinas que ejercen su funcién
en el citoplasma es necesaria su expresion en dicho compartimento
celular.

En trabajos previos en nuestro laboratorio se obtuvo el fragmento de
anticuerpo recombinante scFv2A, a partir de células de hibridoma que
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secretaban el anticuerpo monoclonal 2A (Mab2A). Este fragmento fue
clonado y caracterizado (Esteban et al., 2003) y se determind que
reconocia un motivo conservado de la proteina NIb de todos los aislados
de PPV analizados. La proteina NIb tiene actividad RNA-polimerasa RNA-
dependiente (RdRp) (Hong 1996), y se localiza principalmente en el nucleo
de células de plantas infectadas, pero su funcion de replicacion,
presumiblemente, tiene lugar en estructuras membranosas derivadas del
RE en el citoplasma (Martin et al., 1995). Por ello, se construyeron
diferentes versiones del fragmento scFv2A (Esteban, 2001). La primera
versién consistio en la secuencia scFv2A sin ningun tipo de secuencia
sefal (scFv2A) para su expresion en citoplasma. En la segunda version,
para dirigir su expresion al nucleo, a la secuencia del fragmento scFv2A se
le afadid la secuencia correspondiente a 72 aminoacidos de la region
aminoterminal de la proteina Nla de TEV (NLSscFv2A). Dicha secuencia
es una senal de transporte nuclear (NLS) bipartita (Carrington et al., 1991)
y muy bien definida que ha demostrado actuar de forma muy eficiente para
el transporte a nudcleo de diversas proteinas de fusion (Schaad et al.,
1996). En la tercera version, se fusiond al extremo C-terminal del
fragmento scFVv2A la secuencia del péptido 6K2 de TEV (6K2scFv2A). Se
ha demostrado que este péptido esta involucrado en dirigir el complejo de
replicacion del RNA de TEV hacia la membrana derivada del RE y que
puede mediar el transporte de proteinas heterélogas a membranas del RE
y anclarlas por la cara citoplasmatica del mismo (Schaad et al., 1997).
Estas tres versiones del fragmentos scFv2A (scFv2A, NLSscFv2A y
6K2scFv2A (Esteban, 2001) se emplearon para transformar genéticamente
plantas de N. benthamiana. En este capitulo se describe la obtencién de
plantas transgénicas estables de N. benthamiana que expresan
fragmentos scFv especificos de la proteina Nlb replicasa de PPV.
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2. MATERIAL Y METODOS

21 Transformacion genética y regeneracion de plantas de
Nicotiana benthamiana

Los plasmidos pBI-NLSscFv2A, pBI-6K2scFv2A y pBl-scFv2A
(Esteban, 2001)(Figura 7) fueron transferidos por electroporacién a la cepa
de Agrobacterium tumefaciens C58 (pMP90) (Koncz y Schell, 1986),
generando las cepas recombinantes AtC58/pBI-NLSscFv2A, AtC58/pBI-
6K2scFv2A y AtC58/pBl-scFv2A que fueron cultivadas a 28°C en medio
de seleccién (medio Luria Bertani (LB) suplementado con 100 uM
rifampicina (Rif), 100 yM de gentamicina (Gen) y 50 yM de kanamicina
(Kan)) (LB-Rifi00Gen4goKansg). Las colonias transformadas con el plasmido
de interés se identificaron por PCR con pares de iniciadores especificos de
los fragmentos NLSscFv2A, 6K2scFv2A y scFv2A, NLSfor / VKback,
6K2for / VKback y VHfor / VKback, respectivamente (Figura 8).

Xbal Sall

A ' npt Il /l —| scFVv2A  6xhis |— 7[7/J_
RB 1 LB
Xbal Sall
B r npt Il ” —l 6K2 scFv2A 6xhis |— ﬁd_
RB Il T
Xbal Sall

c ' nptl I —|NLS scFv2A 6xhis|— ﬁd—
RB Il m

Figura 7

Diagrama esquematico de las diferentes construcciones del anticuerpo recombinante scFv2A (A)
version citosélica, sin ninguna sefial (scFv2A), (B) version nuclear (NLSscFv2A) y (C) version
citosolica pero anclada a la membrana del RE (6K2scFv2A). La secuencia de sefializacion nuclear
(NLS) de la proteina Nla y el péptido 6K2 de TEV se insertaron “in frame” en el extremo
aminoterminal de la proteina scFv2A. En el extremo carboxiterminal se insertaron 6 histidinas de
forma que se produjera una proteina de fusion que pudiera ser detectable.
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VHfor L3’ VKfor
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— — —
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— — — «—
6K2back VHback L5’ VKback
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NLSback VHback L5’ VKback

Figura 8
Diagrama esquematico donde se muestra la posicién en la que anillan los diferentes iniciadores
utilizados para los andlisis de las plantas transgénicas mediante PCR y RT-PCR.

Un cultivo (107 cfu/ml) de cada una de estas cepas recombinantes
se empled para la transformacién de discos de hojas de plantas de N.
benthamiana cultivadas in vitro segun Horsch et al. (Horsch et al., 1985)
con algunas modificaciones. El medio de regeneracion utilizado contenia
citoquinina zeatina (1mg/l) en lugar de benzil amino purina (BAP) y acido
naftalenacético (NAA). La seleccion de las plantas transformadas se
realizé en medio Murashige-Skoog (MS)(Murashige y Skoog, 1962) agar
suplementado con 150 ug/ml de kanamicina (MS-agar-kaniso). Las plantas
Ry resistentes a kanamicina se transfirieron primero a medio de
enraizamiento, similar al de Horsch et al. pero con la adicion de acido 3-
indol acético (AIA) (1 mg/l), y posteriormente a macetas con substrato
estéril. Tras el periodo de aclimatacion las plantas se mantuvieron en el
invernadero cubiertas con bolsas de papel para evitar cruzamientos entre
ellas y se dejaron crecer hasta que produjeron semillas. Las semillas de
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estos primeros transformantes se hicieron germinar en medio MS-agar
suplementado con 200 ug/ml de kanamicina (MS-agar-kanygo) para obtener
la siguiente generacién de plantas Ry. Este proceso se repitidé hasta
obtener un 100% de germinacion en MS-agar-kanyy, obteniéndose asi
plantas homocigotas para los transgenes.

2.2. Analisis de las plantas transgénicas

2.2.1. Analisis PCR

Se extrajo DNA gendmico a partir de dos discos de hoja (Llop et al.,
1999) de cada una de las plantas R, resistentes a kanamicina y de sus
descendientes (R4, Ry y Rj3). La integraciéon de las secuencias scFv2A
(lineas A), NLSscFv2A (lineas N) y 6K2scFv2A (lineas K) en el genoma de
la planta se analizé mediante PCR usando, respectivamente, los siguientes
pares de iniciadores: VHfor / VKback, NLSfor / VKback y 6K2for/ VKback
(Figura 8).

2.2.2. Analisis RT-PCR

Se aislé RNA a partir de cuatro discos de hoja, de cada una de las
plantas R, resistentes a kanamicina con el kit RNeasy Plant (Qiagen),
segun las indicaciones del fabricante. A partir de 100 ug de RNA total se
analizé la presencia del mRNA de los fragmentos scFv2A, NLSscFv2A vy
6K2scFv2A mediante RT-PCR en un solo paso, usando los enzimas
transcriptasa reversa AMV y faq DNA polimerasa (Promega). Se utilizaron
los mismos iniciadores que para el andlisis PCR (Figura 8).

2.2.3. Analisis “western blot”

Se obtuvo un extracto de proteina total a partir de hojas de N.
benthamiana transgénicas. Para ello se tritur6 de forma mecanica el
material en 5 volimenes de tampdn de extraccién de proteinas (50 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2 mM (NH,;),SO,4, 10%
glicerol (v/v), 0.1% Tween 20 (v/v), 1 mg/ml leupeptina, 1 mg/ml pepstatina
y 2 mM PMSF en bolsas individuales de malla fina (Bioreba).
Seguidamente se centrifugaron los extractos a 13.000g durante 30 min a
4°C. Se recupero el sobrenadante, se mezcl6 con tampon de muestra (5:1
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v/v) (60 mM Tris-HCI, 25% glicerol, 2% SDS, 14 mM p-mercaptoetanol) y
se incubd 3 minutos a 95°C. Una vez atemperado se tomaron 40 ul para
analizarlos mediante SDS-PAGE 14%. Tras la separacion electroforética,
las proteinas se electrotransfirieron a membranas de PVDF (Millipore). Las
membranas se bloquearon con tampon fosfato salino con 3% de albamina
de suero bovino (PBS-3% BSA) y se incubaron a 37°C, primero con un
anticuerpo monoclonal anti-6xhis (1:1000) (Invitrogen) durante 2 h, y
seguidamente con un anticuerpo anti-IgM fusionado a fosfatasa alcalina
(GAM-AP) (1:5000) (Sigma) durante 1 h y 30 min, ambos anticuerpos se
diluyeron en PBS-1% BSA. El revelado se realizé incubando con el
substrato BCIP-NBT en tabletas (Sigma-Fast, Sigma).

2.2.4. Analisis inmunoimpresion-ELISA

Se realizaron impresiones de hojas y tallos de plantas de N.
benthamiana de cada una de las lineas transgénicas sobre membranas de
nitrocelulosa (Terrada 2000). Tras ser bloqueadas con PBS-3% BSA, las
membranas se incubaron a 37°C, primero con un anticuerpo monoclonal
anti-6xhis (1:1000) (Invitrogen) durante 2 h, y seguidamente con GAM-AP
(1:5000) (Sigma) durante 1 h'y 30 min. Ambos anticuerpos se diluyeron en
PBS-1%BSA. El revelado se realizé incubando con substrato BCIP-NBT
(Sigma-Fast, Sigma).

2.2.5. Analisis “western blot” indirecto

La proteina NIb expresada en Escherichia coli fusionada a proteina
de union a maltosa (MBP, maltose binding protein) y una vez purificada,
fue separada electroforéticamente mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), con geles del 11%,
y seguidamente electrotransferida a membranas de PVDF. Tras ser
bloqueadas con PBS-3%BSA, las membranas se incubaron durante toda la
noche a 25°C con extractos de hojas de N. benthamiana transgénica,
obtenidos segun el apartado 2.2.3. A continuacién se incubaron a
temperatura ambiente, primero con un anticuerpo monoclonal anti-6xhis
(1:1000) (Invitrogen) durante 3 h, y seguidamente con GAM-AP (1:5000)
(Sigma) durante 1 h y 30 min. Ambos anticuerpos se diluyeron en PBS-
1%BSA. El revelado se realiz6 incubando con el substrato BCIP-NBT
(Sigma-Fast, Sigma).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Transformacion genética de plantas de Nicotiana benthamiana
y analisis de las plantas transgénicas

Se generaron diferentes lineas transgénicas de N. benthamiana:
lineas A o citoplasmicas transformadas con la construccion pBIl-scFv2A,
lineas N o nucleares transformadas con la construccién pBI-NLSscFv2A y
lineas K o de RE transformadas con la construccion pBl-6K2scFv2A. Se
obtuvieron al menos dieciséis transformantes R, independientes de cada
una de las construcciones, que fueron seleccionados por su resistencia a
kanamicina.

C- C-C+ nt M A3 A5 A6 A7 A8 A9

C+ K11 C- K9 K8 K7 nt K5 K4 K1 K2 K83

Figura 9

Amplificacion de los transgenes de los fragmentos scFv2A (A3, A5, A6, A7, A8 y A9), NLSscFv2A
(N7, N10, N11, N12 y N13) y 6K2scFv2A (K11, K9, K8, K7, K5, K4, K1, K2 y K3) mediante PCR a
partir de DNA gendmico de diferentes plantas transgénicas Ro. M: marcador de peso molecular, nt:
planta no transformada. C+: control positivo, C-: control negativo sin muestra de DNA.
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La integracion de la secuencia codificante de los fragmentos scFv2A,
6K2scFv2A y NLSscFv2A en el genoma de las plantas R, transformadas
se confirmé mediante amplificacion por PCR a partir de DNA gendmico
(Figura 9). El fragmento de DNA del tamarfio correcto fue detectado en 10
de 15 plantas de la linea A que crecieron en presencia de kanamicina, 10
de 16 de la linea N y 16 de 16 de la linea K. Por el contrario, no se
observaron bandas en ninguna de las plantas control, no trasformadas,
que se analizaron.

3.2. Expresion de diferentes versiones del fragmento scFv2A en
plantas transgénicas

La expresion de mRNA fue confirmada, mediante RT-PCR con
iniciadores especificos para cada una de las construcciones (Figura 10A)
en todas las plantas R, transgénicas que fueron PCR positivas, y también
en las plantas R, analizadas. No se obtuvo amplificacion en las plantas
control, ni tampoco en las reacciones paralelas en las que se omitio el
enzima AMV transcriptasa reversa como control de contaminacion con
DNA (Figura 10B).

M nt A3 A4 A6 A9 nt K1 K2 K3 K4 nt N7N1ON1lnt M

B

>
Pa—

b

Figura 10

Amplificacion del RNA de los transcritos de los fragmentos scFv2A (A3, A4 y AG), 6K2scFv2A (K1,
K2 y K4) y NLSscFv2A (N7,N10 y N11) a partir de RNA de diferentes plantas transgénicas. M:
marcador de peso molecular 10 Kb nt: planta no transformada.
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La acumulacién de la proteina scFv2A se detectd6 mediante
inmunoimpresion-ELISA en las plantas transgénicas Ry K1 y K2 (Figura
11), auque posteriormente no se detecté con claridad su acumulacién en
plantas transgénicas R4 de ninguna de las lineas transgénicas. También se
realizaron analisis de “western blot” y se observé una banda del tamafo
esperado en algunas plantas transgeénicas de la progenie Ry de la linea K1
(~35kDa) y de la linea N11 (~37kDa) (Figura 12). La acumulacion de la
proteina scFv2A no se pudo detectar, con estas dos técnicas, en ninguna
planta transgénica de las lineas A. La dificultad para detectar la presencia
de los fragmentos scFv, especialmente el scFv2A, no se deberia, en
principio, a un silenciamiento transcripcional de los médulos 35S-scFv o a
una terminacion anticipada de la transcripcion, ya que, cuando se evalud
mediante RT-PCR la presencia del mRNA de los fragmentos scFv, en la
mayoria de las plantas transgénicas analizadas, se detectaron bandas del
tamano esperado que no se amplificaban cuando se eliminaba de la
reaccion el enzima transcriptasa reversa (Figura 10B). Ademas, la
secuenciacion de los productos de RT-PCR indicé que tampoco existian
mutaciones que implicaran un cambio del marco de lectura o un
truncamiento prematuro de la traduccién de la proteina.

Se ha descrito que el ambiente reductor del citoplasma puede
producir un plegamiento ineficiente de los fragmentos scFv por el que una
parte de las proteinas sintetizadas formarian agregados que serian
rapidamente degradados por proteasas celulares (Biocca et al., 1995), lo
que conllevaria niveles muy bajos de acumulacidn en el citoplasma celular.
Unicamente algunos fragmentos scFv con secuencias muy determinadas
que son termodinamicamente mas estables se acumulan en mayor
cantidad de forma soluble en el ambiente reductor del citoplasma
(Tavladoraki et al., 1999; Desiderio et al., 2001 De Jaeger et al., 1999).
Muy probablemente, lo que ocurre en la mayoria de las plantas
transgénicas analizadas en este trabajo es que el nivel de acumulacion
esta por debajo del limite de deteccion de las técnicas de “western blot” e
inmunoimpresiéon-ELISA. Tampoco se puede descartar que el problema
sea debido a la degradacion de las seis histidinas (6xhis) de la cola carboxi
terminal del fragmento scFv2A. Se ha comprobado que esto ocurre con
scFvs marcadas con 6xhis o con el epitopo c-myc expresados en E. Coli.
Cuando los sobrenadantes de expresion se filtran por columnas de
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agarosa unidas a proteina-L, que se une especificamente a fragmentos
scFv, se obtienen dos bandas de tamafios similares. Una de ellas se
detecta con los anticuerpos anti-6xhis o anti-c-myc, en cambio la otra no,
porque resulta ser un producto de degradacion ya sin las secuencias
marcadoras (Das et al., 2005).

control 6K.2 6K.1

\.\ —

“-— ;‘-'\,\, Ak \.f —( k{ ™ i
‘ /’ BN

Figura 11

Andlisis de inmunoimpresion—ELISA de hojas (A) y peciolos (B) de plantas
transgénicas Ry de N. benthamiana de las lineas K1Y K2. Como control se utilizé
una planta no transformada

Nb 1 2 3

—43 KDa

— 33 KDa

Figura 12

Deteccidon por “western blot” de los fragmentos de anticuerpo recombinante
6k2scFv2A y NLSscFVv2A en plantas transgénicas de la progenie R4. Nb: planta de
N. benthamiana no transformada. Carril 1: planta transgénica N11.8, carril 2:

planta transgénica K1.9 y carril 3: planta transgénica K1.13.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores parece que la
acumulacién de la proteina en lineas K, en las que seria mayor que en las
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lineas citoplasmicas (A) y nucleares (N), ya que se ha detectado tanto por
“‘western blot” como por inmunoimpresion-ELISA. En algunos trabajos se
ha descrito que la fusidon a dominios transmembrana puede ser un medio
de estabilizar la estructura de algunos scFvs y mejorar sus niveles de
acumulacion (Schillberg et al., 2000). Todo ello podria indicar que el
péptido 6K2 fusionado al fragmento scFv2A le daria mas estabilidad al
anclarlo a la membrana.

Para determinar si las plantas transgénicas estaban produciendo los
fragmentos scFv2A y si estos eran capaces de reconocer la proteina Nlb
replicasa, se realiz6 un nuevo andlisis “western blot” (ver “western-blot”
indirecto en material y métodos). Se incubaron membranas de PVDF, a las
qgue se habia electrotransferido previamente la proteina NIb replicasa
fusionada a MBP, con extractos proteicos de plantas transgénicas, y
seguidamente con los Mab anti-6xhis y GAM-AP. En todos los casos, se
observé una banda correspondiente al tamafio de la NIb-MBP (Figura 13A
y B), la misma banda se observé cuando la incubacién se realizé con el
Mab 2A (especifico de la NIb) (Figura 13D). En cambio, no se obtuvo
ningun tipo de sefal cuando estas membranas fueron incubadas con
extractos de plantas no transgénicas (Figura 13C) o plantas transgénicas
que expresaban el fragmento scFv3DF1 no especifico de PPV, tampoco se
obtuvo sefial cuando la membrana se incubd Unicamente con el anticuerpo
secundario (GAM-AP). Todo ello indica que los extractos de las plantas
transgénicas contienen una proteina capaz de unirse especificamente a la
NIb de PPV. Es decir, que las proteinas scFv2A, 6K2scFv2A y NLSscFv2A
expresadas en N. benthamiana transgénicas son capaces de reconocer
especificamente a su antigeno NIb, al menos en condiciones
desnaturalizantes.

En el analisis “western blot” indirecto se utilizaron diferentes
concentraciones de NIb-MBP. Cuando el analisis se realiz6 con extractos
de plantas transgénicas de las progenies R, y R3 no parecié que estas
plantas acumulasen mayor cantidad de proteina scFv2A que sus
progenitores, ya que en todos los casos unicamente se detectd la banda
de 200 ng, mientras que la incubacion de las mismas membranas con el
Mab 2A (especifico de la proteina NIb de PPV) o con sobrenadantes de
cultivos de E. coli que expresaba el fragmento scFv2A, se detectaron las
bandas de 200 y 20 ng de NIb-MBP. El hecho de que no se observe
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mayor acumulacion de la proteina ni siguiera en plantas homocigotas,
como se ha descrito en otros casos (Prins et al., 2005), sugiere que el bajo
nivel de acumulacion de scFv2A es debido, no a un problema de bajo nivel
de expresion, sino a alguna limitacion para la acumulacion de la proteina,
seguramente mas relacionada con su secuencia de aminoacidos y la
estabilidad intrinseca de su estructura que con otros factores externos. En
otros casos también se ha observado que mediante autofecundacion de
plantas transgénicas que expresan scFvs se ha podido incrementar su
produccién en el apoplasto pero no en el citoplasma (Zimmermann et
al.,1998).

A B C D — 201 Kda
— 133 Kda

— 78 Kda

Tordes R T o

— 39 Kda
— 31 Kda

— 18 Kda

Figura 13

Deteccion de NIb, separada electroforéticamente y fijada a un membrana de PVDF, utilizando
extractos de plantas transgénicas de N. benthamina que expresan el fragmento scFv2A. Las
diferentes membranas se incubaron con: (A) extracto de hojas de N. benthamiana transgénica de la
linea A citopldsmica, (B) con extracto de hojas de N. benthamiana transgénica de la linea N nuclear.
(C) con extracto de hojas de N. benthamiana no transgénica y (D) con el anticuerpo monoclonal 2A.

En algunas ocasiones se ha apuntado que los fragmentos scFv
procedentes de hibridomas tienen una estabilidad mas limitada que los
obtenidos de genotecas de “phage display”, ya que en este ultimo caso, el
propio procedimiento de aislamiento podria hacer que se seleccionen
scFvs mas estables en condiciones reductoras, aunque no siempre los
fragmentos scFv obtenidos de genotecas son, con seguridad, mas
estables. De cualquier modo, los fragmentos procedentes de un anticuerpo

65



Capitulo 1

monoclonal segregado por un hibridoma, como lo es el fragmento scFv2A,
son también muy valiosos ya que normalmente estdn muy bien
caracterizados y, como en este caso, se conoce exactamente cual es el
epitopo que reconocen. Ademas, existen datos preliminares de
experimentos en los que se utilizaron complejos de replicacién de PPV
parcialmente purificados de que el Mab 2A es capaz de interferir con la
actividad RdRP in vitro (V. Escribano, E. Rodriguez-Cerezo y J.A. Garcia,
resultados no publicados). El fragmento scFv2A tiene la misma
especificidad que dicho anticuerpo monoclonal (Esteban et al., 2003), por
lo que dichos resultados animan a su expresion en plantas para estudiar
cual puede ser su efecto in vivo sobre la infeccion de PPV.

La proteina NIb de PPV se localiza predominantemente en el nucleo
de células infectadas, donde se asocia a la Nla para formar cuerpos de
inclusion (Li et al.,1997), aunque se desconoce cual podria ser su funcién
en este compartimento celular. Hasta el momento no hay datos del posible
efecto de la expresion de scFvs en el ndcleo sobre la infeccion por
potyvirus, aunque se ha utilizado la expresion nuclear de scFvs para
inmunomodular diversas proteinas del “Human immunodeficiency virus”
(HIV) (Sibler et al., 2003; Tewari et al., 2003). Por lo tanto, las plantas
transgénicas que expresan el fragmento recombinante NLSscFv2A podrian
aportar valiosos conocimientos sobre la funcién de dicha proteina.

Igualmente se sabe que la replicacion de los potyvirus tiene lugar en
estructuras derivadas de membranas del RE (Schaad 1997), aunque se
desconoce como se organizan estos complejos de replicacion. Si que se
conoce que el péptido 6K2 de TEV es una proteina integral de membrana
gue se asocia de forma especifica, en presencia o ausencia de factores
virales, a membranas derivadas del RE. Esta proteina tiene un tipo de
sefial de localizacion que se ancla a la membrana del RE por la cara
citoplasmatica. Se supone que su funcion es dirigir a productos de
procesamiento parcial de la poliproteina viral hacia estructuras de
membrana, presumiblemente implicadas en la formacién de los complejos
de replicacion del virus. Por tanto, parece probable que fusionar este
péptido a la secuencia del fragmento scFv2A aumente la probabilidad de
qgue el anticuerpo coexista con la proteina NIb y pueda interactuar con ella
y llegar a interferir con su funcion.
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En este trabajo, aunque se ha intentado la inmunolocalizacién
mediante microscopia electrénica, no se ha podido confirmar Ila
localizacion intracelular de los fragmentos NLSscFv2A y 6K2scFv2A
debido a diversas dificultades. En primer lugar, el epitopo (6xhis) que
llevan los fragmentos recombinantes, tras el procesamiento a que se
sometid a las muestras, no fue reconocido por el anticuerpo especifico
anti-6xhis utilizado. También se emple6 el producto Nickel-acido nitrilo
triacético) (Ni-NTA) que se une especificamente a polihistidinas, fusionado
a nanoparticulas de oro (Ni-NTA Nanogold) (Nanoprobes) para poder
detectarlo mediante microscopia electrénica. La sefial que se obtuvo, tras
la incubacion de las muestras y su observacién al microscopio, fue
demasiado escasa para poder determinar con fiabilidad la localizacién
intracelular de los fragmentos scFv. Ademas, se observd que habia
marcaje inespecifico debido a proteinas ricas en histidina, especialmente
en el nucleo. Muy probablemente, estos problemas se agudizaron por el
bajo nivel de acumulacién de los fragmentos scFv.

La expresion de diversos fragmentos scFv, incluso con niveles de
acumulacion indetectables, ha demostrado producir interferencia con la
funcién biolégica de su antigeno (Xiao et al., 2000). Por ello, a pesar de
que los niveles de acumulacién del fragmento scFv2A son bajos, lo que no
ha permitido su localizacion celular, se ha considerado que la expresion de
los fragmentos scFv2A en plantas puede ser suficiente para interferir con la
infeccion de PPV. Pero ademas, estas plantas pueden ser buenos modelos
para estudiar la funcién de la proteina NIb y su papel durante la infeccion
viral.
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Capitulo 2

1. INTRODUCCION

La ingenieria de anticuerpos junto con técnicas de transformacién
genética han proporcionaron durante los ultimos afios nuevas estrategias
para la lucha contra los patogenos de plantas. Entre ellas, la
inmunomodulacién que se basa en la expresion en la planta, de
anticuerpos o fragmentos recombinantes de genes de anticuerpo (Rabs)
especificos de alguna proteina del patégeno para impedir, alterar o
inmunomodular la interaccion huésped-patogeno. Esta estrategia ha sido
usada con éxito para interferir con patégenos de humanos (Marasco, 2001)
y otros animales, y las aplicaciones en patdégenos de plantas,
especialmente virus, son cada vez mas abundantes (Goldbach et al., 2003;
Prins et al., 2008).

El potencial de los Rabs para interferir con la infeccion viral en
plantas fue demostrado por primera vez en plantas transgénicas que
expresaban fragmentos recombinantes de regiones variables en cadena
simple (scFv) especificos de la proteinas de la capsida (CP) del Artichoke
mottled crinkle virus (ACMV) (Tavladoraki et al., 1993). Posteriormente,
durante la década de 1990, hubo una creciente actividad para desarrollar
estrategias de resistencia a virus basadas en la inmunomodulacion
mediante la expresion en plantas de Rabs especificos de diferentes CPs
virales (Voss et al.,1995; Fecker et al.,1997; Zimmermann et al.,1998; Xiao
et al., 2000). Sin embargo, en muchos de los casos el éxito que se obtuvo
fue limitado ya que las plantas transgénicas sélo mostraron retraso en la
aparicion de sintomas o proteccion parcial contra los efectos de la
infeccién viral.

Las nuevas estrategias para lograr una inmunomodulacion mas
eficaz de la infeccion viral pasan por producir fragmentos scFv con mayor
estabilidad en citoplasma, de forma que su acumulacién sea mas estable y
efectiva (Villani et al., 2005). También existe la posibilidad de utilizar la
expresion de Rabs que se unen a dominios conservados y funcionales de
las proteinas no estructurales, por ejemplo las asociadas con la replicacion
(Boonrod et al., 2004) u otras funciones virales (Prins et al., 2005;
Gargouri-Bouzid et al., 2006; Zhang M.Y. et al, 2008). Las proteinas
implicadas en la replicacién se acumulan en cantidades menores, que la
CP, y normalmente requieren una modulacion méas sofisticada en sus
niveles de expresidbn para controlar correctamente el proceso de

71



Capitulo 2

replicacion, con lo cual éste deberia ser un modo mas efectivo de interferir
con la infeccién viral.

En este capitulo se evalla la capacidad de proteccion frente a la
infeccién por PPV que poseen las plantas de las lineas transgénicas A, Ny
K que expresan el fragmento scFv2A (especifico de la proteina NIb
replicasa) en el citoplasma, el nucleo y el RE respectivamente tal como se
ha descrito en el capitulo anterior.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Preparacion del extracto viral estandar de PPV y estimacion
del numero de copias del genoma viral

Para la inoculacién mecanica se utilizo el aislado de PPV 3.3 RB/Nb,
de tipo D y no transmisible por pulgdn (PPV-D-NAT) (GenBank:
AF172350.1) (Maiss et al., 1989). Se prepard un extracto estandar a partir
de hojas sintomaticas de N. benthamiana infectadas con dicho aislado de
PPV. Para ello se triturd 1 peso de material vegetal en 10 volumenes de
tampén de extraccion de frutales (PBS + 0.2% DIECA + 0.2%
polivinilpirrolidona (PVP), pH 7,4-7,2) (Cambra et al., 1994), se filtr6 a
través de 4 capas de gasa, se hicieron alicuotas que se congelaron
inmediatamente y se almacenaron congeladas a -80° C hasta su
utilizacion.

Para la estima del numero de copias de RNA del genoma viral en
dicho extracto, se extrajo RNA con el kit RNAeasy (Qiagen) segun el
protocolo de la casa comercial. EI RNA obtenido se usé como molde para
amplificar mediante RT-PCR la region nucleotidica (243 bp) comprendida
entre los iniciadores P1 y P2 especificos de PPV (Wetzel et al., 1991),
dicha secuencia se inserté en el vector pGem-T (Promega Inc.). El
plasmido junto con el inserto una vez linearizado se usé6 como molde para
la obtencion in vitro de retrotranscritos (340 nucledtidos), que incluian la
secuencia de PPV mas 63 nt del plasmido, para ello se utilizd el kit
Megascript T7 (Ambion) seguido de un tratamiento de digestion del DNA
con el enzima Dnasa |. Posteriormente se purificaron los retrotranscritos
mediante una extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol.
La cantidad de RNA (ug) obtenida tras la purificacion se cuantifico
midiendo su absorbancia a 240 nm. Para la conversion de microgramos de
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RNA de cadena simple (ssRNA) a picomoles se consideré el peso
molecular promedio de un nucledétido (340 Da) y el numero de bases del
transcrito (N,) y se aplicé la siguiente formula: pmol de ssRNA = pg de
ssRNA x (10°pg/1ug) x (1pmol/340pg) x (1/Nb).

Finalmente, se utilizo la constante de Avogadro (6.023 x 10%
moléculas/mol) (Avogadro, 1811) para estimar el numero de moléculas de
transcrito por microlitro de solucion. Posteriormente, se prepararon
diluciones decimales seriadas, de concentraciones conocidas, para
generar una curva estandar que se utilizé para la posterior cuantificacion
de la concentracién de transcritos en los extractos de plantas infectadas.
Finalmente, se analizé el numero de copias de RNA del genoma viral en el
extracto mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real en el aparato ABI
Prism 7000 (Applied Biosystems) segin Olmos et al. (2005).

2.2. Desafio por inoculacion mecanica de PPV

El extracto viral estandar de plantas infectadas con PPV se inoculd
mecanicamente utilizando carburundum como abrasivo.

Se utilizaron plantas de N. benthamiana Kan® de la progenie Ry de
diferentes lineas transgénicas. Cinco lineas que expresaban el fragmento
scFVv2A (lineas A3, A4, A5, A6 y A7), tres el fragmento 6K2scFv2A (lineas
K1, K2 y K3) y cuatro el fragmento NLSscFv2A (lineas N7, N10, N11 y
N12). Se utilizaron como control plantas no transformadas pero si
regeneradas in vitro (NT). También se utilizaron plantas transgénicas que
expresan el fragmento scFv3DF1 (lineas DF) especifico para la CP de
Citrus tristeza virus (CTV) (Terrada 2000), y que no reconoce hinguna
proteina de PPV, y plantas transgénicas transformadas con el vector pBI
sin inserto (lineas vacio). En cada planta se inocularon dos hojas basales.

Se realizaron dos ensayos de resistencia independientes, utilizando
dos diluciones diferentes del extracto viral estandar.

2.3. Desafio por inoculacién con PPV-GFP

El vector pBI-PPV-GFP contiene una copia completa de cDNA del
genoma de PPV con el gen gfp insertado entre las proteina NIb y CP del
virus de forma que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) funcional
a la vez que produce el resto de proteinas virales. Todo ello bajo el
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promotor 35S de CaMV (Caulimoflower mosaic virus). A este clon
recombinante se le denominara PPV-GFP a partir de ahora. Este virus
recombinante deriva del aislado Rankovic (R3) de PPV-D y la quimera
PPV-GFP (Fernandez-Fernandez et al., 2001).

La inoculacion con el clon viral unido a GFP se realizé pinchando la
superficie de las hojas con una punta de pipeta de 200 ul impregnada con
un cultivo de A. tumefaciens recombinante (ODggo= 0.8) portador del vector
pBI-PPV-GFP (AfC58/pBI-PPV-GFP). En cada planta se realizaron dos
pinchazos un una misma hoja.

Se efectuaron dos experimentos independientes. En el primer
experimento se utilizaron plantas de N. benthamiana transgénicas de la
progenie R, de diferentes lineas transgénicas. Cuatro lineas transgénicas
que expresaban el fragmento scFv2A (linea A3, A4, A5 y AG), dos el
fragmento 6K2scFv2A (lineas K1 y K2) y cuatro el fragmento NLSscFv2A
(lineas N7, N10, N11 y N12). La hoja inoculada se mantuvo en la planta
durante todo el periodo que duré el experimento. En el segundo
experimento se utilizaron plantas de N. benthamiana transgeénicas de las
progenies Ry y R; de las lineas A3, K1 y N11. En este caso la hoja
inoculada se arranco a los 15 dias post inoculacién (dpi) para su analisis.

En ambos experimentos se utilizaron como control lineas de plantas
no transformadas pero si regeneradas in vitro (lineas NT) y lineas de
plantas que expresaban el fragmento scFv3DF1 especifico de CTV
(Terrada et al., 2000) (lineas DF).

2.4. Evaluacion de la infeccion viral

2.4.1. Evaluacion de sintomas

En los ensayos de desafio mediante inoculacion mecanica se evalud
la aparicion de sintomas tipicos de infeccién por PPV en N. benthamiana
cada tres dias durante un periodo de 30 dias. En los ensayos de desafio
mediante inoculaciéon con PPV-GFP se observo la presencia de sintomas a
los 15y 30 dpi.
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2.4.2. Analisis ELISA-DASI

La acumulacion de PPV en hojas apicales (no inoculadas) y/o
inoculadas se determind mediante ELISA-DASI tanto en los ensayos de
inoculacion mecanica, como en los de inoculacion con PPV-GFP. Para ello
se tapizaron placas Maxisorp™ (Nunc) con una solucién de 1 ug/ml de
anticuerpos policlonales (Pabs) frente a PPV en tampdn carbonato y se
incubaron durante 4h a 37°C. Después del lavado de la placa, se
afiadieron 200 ul de extracto de hojas de N. benthamiana y se incubaron a
4°C durante toda la noche. La deteccion del virus se realizé incubando a
37°C con el anticuerpo monoclonal 5B-IVIA (1:1000) durante 2h, y
seguidamente con GAM-AP (1:5000) (Sigma) durante 1 h y 30 min, ambos
Ab se diluyeron en PBS-1%BSA. Se utilizé el kit comercial 5B (AMR Lab),
segun el protocolo EPPO 2004 (EPPO Bull., 2004). El revelado de la placa
se realizé con el substrato P-nitrofenilfosfato (Sigma). Posteriormente, se
midi6 la absorbancia de las muestras a 405 nm (abs 405 nm).

A los valores de abs 405 nm obtenidos para las plantas infectadas se
le restd el valor de abs 405 nm obtenido frente a plantas no inoculadas
(control negativo) y se dividid por el valor de abs 405 nm obtenido frente al
extracto viral estdndar de plantas infectadas con PPV (control positivo).
Los extractos usados como control negativo y positivo fueron los mismos
para todos los analisis realizados.

2.4.3. Deteccion de la seial fluorescente de la GFP

En los ensayos de desafio por inoculaciéon con PPV-GFP, se evalud
la difusidon de la infeccién viral por observacion de la fluorescencia de GFP
en las plantas inoculadas bajo una lupa de fluorescencia modelo M216FA
(Leica). Se usaron filtros de excitacién y barrido a 480/40 nm y 510 nm,
respectivamente. Las fotografias se tomaron con una camara DC500
acoplada a la lupa.

2.5. Analisis estadistico

Analisis de lo resultados de los ensayos de desafio. Puesto que la
variable de interés es dicotomica (sana/enferma) se utilizé la regresion
logistica mediante modelo lineal generalizado (Mccullagh y Nelder, 1989).
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Se realizaron comparaciones de la forma que se explica a
continuacié. Para el analisis de los datos de abs 405 nm, se asumid que la
variable tiene una distribucion normal y se aplicé modelo de la analisis de
la varianza. Se compararon los valores de las diferentes lineas con el
control.. En los experimentos en los que el grupo control no alcanzé el
100% de infeccion, se comparé el porcentaje de infeccién obtenido para
cada linea transgénica con el porcentaje de infeccién del grupo control. En
los experimentos en los que el control alcanzé el 100% de infeccion, se
compararon unicamente los porcentajes de infeccion de las lineas
transgénicas entre ellas.

Los tres grupos de plantas control (plantas no transformadas (NT),
transformadas con el vector vacio (lineas vacio) y transgénicas que
expresan el fragmento scFv3DF1 (lineas DF) especifico de CTV) se
utilizaron como un unico grupo control, ya que su comportamiento fue
similar y no se detectaron diferencias significativas entre ellos.

Para el analisis de los datos de abs 405 nm, se asumidé que la
variable tenia una distribucion normal y se aplicé un modelo de analisis de
la varianza. Se compararon los valores de las diferentes lineas con el
control.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Ensayo de proteccion frente a PPV mediante desafio por
inoculaciéon mecanica

Se realizaron ensayos de desafio mediante la inoculacién mecanica
de extractos de plantas infectadas con PPV. La finalidad de dichos
ensayos fue, en primer lugar determinar si la expresion de los fragmentos
scFv2A en plantas de N. benthamiana producia alguna interferencia con la
infeccion viral, y seguidamente, evaluar el nivel de proteccion frente a la
infecciéon por PPV de diferentes lineas transgénicas obtenidas. Se
utilizaron dos dosis diferentes de inéculo correspondientes a 11.710x10° y
5.018x10° copias de RNA viral por ml consideradas respectivamente, de
acuerdo con ensayos previos de infectividad, como alta y moderada.
Después de inocular las plantas se observé periédicamente la aparicion de
sintomas tipicos en hojas nuevas no inoculadas producidos por la infeccién
sistémica de PPV (Figura 14). Las plantas en las que se detectaron
sintomas se consideraron infectadas y las que se mantuvieron sin
sintomas al final del experimento se consideraron como no infectadas. En
todas ellas se verificé mediante ELISA-DASI la ausencia de virus.

Figura 14
Sintomas tipicos causados por infeccion sistémica de PPV en hojas de N. benthamiana (izquierda y
centro). Hoja sin sintomas (derecha).

Los porcentajes de plantas infectadas a los 30 dpi en cada una de las
lineas transgénicas ensayadas se resumen en la Tabla 1. Para la dosis de
indculo mayor (11.710x10° copias RNA viral/ml) las lineas transgénicas K1,
A3 y N11 mostraron un menor nimero de plantas infectadas que las lineas
control. Los porcentajes de infeccion de plantas infectadas en la linea K1
(74%) y A3 (85%) fueron significativamente menores (p=0.001 y p=0.021
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respectivamente) comparados con los observados en las plantas control
(~100%). El porcentaje de infeccion de la linea N11 (88%) aunque menor
que en las plantas control no fue significativamente diferente segun el
andlisis estadistico (p=0.051). El resto de lineas transgénicas ensayadas
mostraron porcentajes de infeccion similares a los de las plantas control, a
esta dosis de inoculo.

Dosis de inoculo (copias RNA viral / ml)

Lineas 11.710 x 10° 5.018 x 10°
transgénicas Porcentaje de Porcentaje de
plantas infectadas Va@lor Pr' plantas infectadas Vvalor Pr
NT 96 (47/49) 79 (15/19)
vacio 98 (40/41) 83 (24/29)
_____ oF ...t @wsy o 76(2838)
iiiiconproliiiiiii O (182 PG ETAEE)
A3 85* (29/34) 0,021 40* (4/13) 0,017
A4 100 (34/34) 0,999 77 (10/13) 0,937
A5 100 (24/24) 0,999 42* (13/31) 0,001
A6 n.d. 57* (12/21) 0,057
A7 n.d. 68 (21/31) 0,264
K1 73* (17/23) 0,001 48* (16/33) 0,002
K2 100 (24/24) 0,999 53* (15/28) 0,015
K3 100 (24/24) 0,999 82 (23/28) 0,634
N7 100 (20/20) 0,999 92 (11/12) 0,291
N10 96 (26/27) 0,912 85 (22/26) 0,461
N11 87* (28/32) 0,051 16* (3/19) <0,0001
N12 100 (17/17) 0,999 82 (14/17) 0,684

Tabla 1

Evaluacion de la infeccion viral en plantas R1 de diversas lineas transgénicas que expresan los
fragmentos recombinantes scFv2A (lineas A), 6K2scFv2A (lineas K) y NLSscFv2A (lineas N) y en
plantas control a los 30 dpi. Los grupos de plantas control no transformadas (NT), transformadas con
el vector vacio (lineas vacio) y transgénicas que expresan el fragmento scFv3DF1 (lineas DF)
especifico de CTV, se utilizaron como un dnico grupo control para el andlisis estadistico. Los
porcentajes de infeccion se muestran en negrita. Las fracciones entre paréntesis se indican el
numero de plantas infectadas respecto del nimero total de plantas inoculadas. Se marca con un
asterisco las lineas que muestran diferencias significativas (p<0.05) con respecto al grupo control.
N.d.: no determinado.

Se realizdé un nuevo experimento disminuyendo la dosis de indculo
(5.018x10° copias RNA viral/ml). A esta nueva dosis se observd que un
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mayor nimero de lineas transgénicas mostraron porcentajes de infeccion
significativamente menores que los de los controles, y ademas las
diferencias entre los porcentajes de infeccion de las lineas transgénicas y
los de las plantas control fueron también mayores. Solamente el 40% de
las plantas de la linea A3, el 48% de la linea K1 y el 16% de la linea N11
fueron infectadas de forma sistémica, comparando con las plantas control
de las que resultaron infectadas el 80%. También otras lineas transgénicas
como la A5 (42%) y la K2 (48%), que no se diferenciaron de los controles
en el experimento realizado con mayor dosis de inoculo, mostraron
porcentajes de infeccién significativamente menores (p=0.001 y p=0.015
respectivamente) que los del control.

Estos datos indicarian que la expresion de los fragmentos scFv2A,
6K2scFv2A y NLSscFv2A produce a algun tipo de interferencia con la
infeccién viral de PPV, y que este efecto es especifico del fragmento
scFVv2A, ya que plantas que expresan un scFv no especifico de PPV (las
lineas DF) presentan niveles de infeccion similares a las plantas control no
transgeénicas. El nivel de proteccion estaria relacionado con el nivel de
inéculo utilizado en los ensayos de desafio, y como han apuntado otros
autores, seguramente el nivel de acumulacion de los fragmentos scFv
seria uno de los factores importantes que limitaria los efectos de
proteccidn. Los resultados cualitativos de acumulacion de scFv
presentados en el capitulo anterior no permiten establecer una correlacion
rigurosa entre el nivel de acumulacién del fragmento scFv2A y el nivel de
proteccion que produce. Sin embargo se puede constatar, en primer lugar,
gue a menor dosis de inoculo utilizada se obtienen mejores resultados de
proteccidon tanto en el numero de lineas como en el numero de plantas
resistentes, y en segundo lugar, que las lineas con mayor numero de
plantas resistentes son aquellas en las que se ha podido detectar la
presencia de proteina scFv con la mayoria de técnicas utilizadas (lineas K1
y N11).

El seguimiento periddico de la aparicion de sintomas permitié
observar algunas diferencias en la evolucion del porcentaje de infeccién en
las diferentes lineas transgénicas. En las lineas A el numero de plantas
infectadas crecié rapidamente en los primeros dias tras la inoculacion, pero
en algunas de ellas (linea A3) el porcentaje de infeccion se mantuvo por
debajo del de las plantas control hasta el final del experimento. En las
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lineas K ocurrié algo parecido. Sin embargo en las lineas N10, 11 y 12
hubo un retraso en la apariciéon de sintomas (Figura 15). En estas lineas el
porcentaje de plantas infectadas, entre los 9 y 12 dpi, fue menor
comparado con los de las plantas control y el resto de lineas transgénicas.

m control
100 N7
oy
2 m N1
T 60
p mN12
o
L 40
c
S 20
o
Qo
0- -
6 9 12 15 33 dpi

Figura 15
Evolucién de la infeccion por PPV en las lineas transgénicas N inoculadas mecanicamente con el
aislado 3.3 RB/Nb. dpi: dias post-inoculacion.

No obstante, al final del experimento s6lo la linea N11 mantuvo
menor numero de plantas infectadas que el control. En el caso de esta
linea, ademas, el grado de proteccion fue remarcablemente mas
pronunciado a la dosis de in6culo mas baja utilizada, a esta dosis el 84%
del total de plantas de la progenie Ry de la linea NLS11 fueron resistentes
a la infeccién por PPV. En conjunto, estos datos podrian indicar una
posible funciéon de la NIb en el nucleo relacionada de alguna forma con el
proceso de replicacidon que tiene lugar en el citoplasma. Se ha hipotetizado
que la compartimentalizacion de diferentes proteinas virales podria jugar
un papel importante en regular la cantidad disponible de proteina activa en
cada etapa de la infeccion viral. La NLSscFv2A podria, por tanto, interferir
con la correcta compartimentalizacion de la NIb (Li y Carrington, 1993). El
diferente grado de proteccién mostrado por la linea NLS11 a las dos dosis
de inoculo utilizadas podria ser consistente con esta idea. A dosis de
in6éculo moderadas los niveles de NLSscFv2A en la planta pueden
bloquear suficiente NIb para desequilibrar la concentracion de NIb
requerida para la replicacion de PPV y, a su vez, alterar el curso de la

80



Capitulo 2

replicacion viral. Por el contrario, a dosis de inéculo elevadas, en las que
habra mayor concentracion de NIb, es esperable que los niveles de
NLSscFv2A sean insuficientes para bloquear la cantidad de NIb necesaria
para desequilibrar la relacion de NIb entre el nucleo y el citoplasma y, por
tanto, no influir sobre el resultado final de la infeccién.

3.2. Ensayo de proteccion frente a PPV mediante desafio por
inoculacién con PPV-GFP

En estos ensayos de desafio la inoculacién del virus se efectud
pinchando una hoja basal con una punta de pipeta impregnada con un
cultivo de A. tumefaciens recombinante portador del vector pBI-PPV-GFP
para conseguir que el inicio de la infeccién fuese localizado. Cuando se
observo la hoja inoculada bajo una lupa y con luz fluorescente, entre los 6
y 10 dpi (Figura 16) se pudo apreciar un halo fluorescente alrededor del
lugar donde se produjo la incisién con la punta. Posteriormente se observo
como la fluorescencia se extendid hasta alcanzar alguna zona vascular y a
partir de entonces, se inicio, a través de los haces vasculares (Figura 16),
el movimiento del virus hacia la zona apical de la planta originandose asi la
infeccion sistémica.

Figura 16

Observacion de la sefial fluorescente emitida por la GFP tras después de inocular hojas de N.
benthamiana con una punta impregnada con un cultivo de A. tumefaciens recombinante portador del
vector pBI-PPV-GFP. La foto de la izquierda se tomo a los 6 dpi y la de la derecha a los 12 dpi.

Después de la inoculacion se evalué la acumulacion de virus en las
hojas jovenes totalmente expandidas de la parte superior de las plantas
inoculadas a los 15 y 30 dpi. El analisis se realiz6 mediante ELISA-DASI
(abs 405 nm) Los resultados permitieron establecer cual era el nUmero de
plantas infectadas. En la Tabla 2 se resumen los porcentajes de plantas

81



Capitulo 2

infectadas en las diferentes lineas transgénicas y control.

Lineas Porcentaje de plantas infectadas
transgeénicas 15 dpi 30 dpi
coiieondrokiiiiii 00 e2M) e i @gm2y
A3 10" (110 60°  (6/10)
A4 4099 (4110 go P (810)
A5 30" (3/10) 50 P4 (5/10)
A6 25 (4/16) 94 %  (15/16)
K1 100  (11/11) 100  (11/11)
K2 100%  (10/10) 100®  (10/10)
N7 90" (9110 100*  (10/10)
N10 50°" (5110 90 "¢ (9110)
N11 42°" (5112 92 (1112
N12 80" (8110 100 (10/10)

Tabla 2

Evolucion de la infeccion por PPV en plantas R1 de varias lineas transgénicas A, Ky N y plantas
control inoculadas con PPV-GFP. El porcentaje de infeccion se indica en negrita. Cada fraccién
representa el nimero de plantas en las que se detectd virus mediante ELISA-DASI respecto al
numero total de plantas inoculadas. dpi: dias post-inoculacion. Diferente combinacién de letras indica
diferencias significativas (p > 0.01).

En primer lugar hay que destacar que el 100% de las plantas control
ya estan infectadas a los 15 dpi, mientras que todas las lineas A (A3, A4,
A5y AG) y dos lineas N (N10 y N11) presentaron porcentajes de infeccion,
al menos, un 50% menores que los de las plantas control. Siendo las
lineas A las que presentaban niveles de infeccion menores entre 10 y 40%.
A los 30 dpi los porcentajes de infeccibn aumentaron en las lineas
trangénicas, si bien la linea A5 todavia mantuvieron porcentajes de
infeccién significativamente diferentes del los de las plantas control y del
resto de lineas transgénicas. También se pudo observar que el nivel de
acumulacion viral en hojas jévenes infectadas de forma sistémica de
muchas de las plantas transgénicas era menor que en las plantas control
(Figura 17). Incluso en las lineas K1 y K2 que tienen el mismo porcentaje
de infeccion que las control, la mitad de sus plantas acumula menor
cantidad de virus que las control (Figura 17). Asimismo y a pesar de la
gran variabilidad entre plantas de las mismas lineas transgénicas, los
valores medios de abs 405 nm de las plantas infectadas obtenidos para las
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lineas A6 y K2 fueron significativamente menores comparados con los de
las plantas control (Figura 18).

OA3 EBA6 BA4
HAS5 OK1 BK2
ON11 EN10 B N7
EN12BC
§_1 0
Lo,9
L8
07 o
Lo6 @
los B
04 o
Ll03 3
L Lo,2
= = L0,1
— 0,0
A3 A6 A4 A5 K1 K2NTIN1ON7 N12 C

Figura 17

Andlisis mediante ELISA-DASI de la acumulacion de PPV en extractos de hojas apicales (no
inoculadas), de plantas R+ de diferentes lineas transgénicas. Las plantas fueron inoculadas con
PPV-GFP y el andlisis se realizd a los 15 dpi. Las columnas representan el valor de abs 405 nm
para cada una de las plantas analizadas, una vez restado el valor obtenido frente a plantas no
inoculadas (control negativo) y dividido por el valor obtenido frente al extracto viral estandar de
plantas infectadas (control positivo).

wn -

Q05 - : T! ﬁ .T
"

20,0 -

P 8@ SO0

Figura 18

Representacion de los valores promedio acumulacion de PPV (abs 405 nm) para cada una de la
lineas transgénicas. El andlisis se realiz en extractos de hojas apicales infectadas de plantas R1.
Las plantas fueron inoculadas con PPV-GFP y el andlisis se realizd a los 15 dpi.. Las columnas y las
barras muestran las medias y el error estandar para cada una de las lineas transgénicas. Se marca
con un asterisco los valores que resultaron significativamente diferentes (Pr < 0.001) que el del
grupo de plantas control.

Para un segundo ensayo, se escogieron las lineas A3, K1 y N11 que
fueron las que dentro de cada grupo mostraron menores porcentajes de
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infeccién en los experimentos de inoculacidn mecanica. Se inocularon
plantas de la progenie Ry y R; de dichas lineas transgénicas de la misma
forma que en el experimento anterior, pero a los 15 dpi se desprendieron
las hojas inoculadas y se estimo el nivel de acumulacion viral de las
mismas (Figura 19). Como se puede observar, en los dos grupos de
plantas control, plantas no transgénicas (NT) y transgénicas que expresan
un anticuerpo no especifico de PPV (DF), los valores ELISA resultaron
muy similares en todas ellas.
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Figura 19

Andlisis mediante ELISA-DASI de la acumulacién de PPV en extractos de hojas inoculadas con
PPV-GFP en plantas R1y Rs de las lineas transgénicas A3, K1y N11. Las plantas fueron inoculadas
con PPV-GFP y el analisis se realizé a los 15 dpi. Las columnas representan el valor de abs 405 nm
para cada una de las plantas analizadas, una vez restado el valor obtenido frente a plantas no
inoculadas (control negativo) y dividido por el valor obtenido frente al extracto viral estdndar de
plantas infectadas (control positivo).

En cambio, dentro de las lineas transgénicas muchas de las plantas
presentaron valores ELISA inferiores a los de las plantas control,
especialmente en la linea K1 tanto entre las plantas de la Ry como de la
Rs. En esta linea los valores medios de acumulacion viral (abs 405 nm)
fueron menores comparados con los de las plantas control (Figura 20),
pero solo en la linea K1-R, estas diferencias fueron significativas.
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Figura 20

Representacién de los valores promedio acumulacién de PPV (abs 405 nm) en las lineas
transgénicas A3, K1 y N11. El analisis se realizo en en extractos de hojas inoculadas de plantas R1
y Rs. Las plantas fueron inoculadas con PPV-GFP y el analisis se realizé a los 15 dpi. Las columnas
y las barras muestran las medias y el error estdndar para cada una de las lineas. Se marca con un
asterisco los valores que resultaron significativamente diferentes (Pr < 0.001) que el del grupo de
plantas control

Igual que en el experimento anterior se analizé la aparicion de la
infeccion sistémica en hojas jévenes no inoculadas mediante ELISA-DASI
a los 15 y 30 dpi y los resultados en porcentajes de infeccion se muestran
en la Tabla 3. Como se puede observar a los 15 dpi, todas las lineas
transgénicas presentaron porcentajes de infeccion menores que los de las
lineas control, resultando estas diferencias estadisticamente significativas.
En cambio a los 30 dpi los niveles de infeccion en todas las lineas
transgénicas eran similares a los de los controles.

En cuanto a la acumulacidon viral en las hojas infectadas
sistémicamente, se pudo observar que todas las plantas de las lineas N11
y K1, tanto de las progenies R1y Rs, presentaron valores de abs 405 nm
menores que los de las plantas control (Figura 21), aunque no hubo
diferencias significativas entre ambos grupos. A pesar de que algunos
autores han constatado una mejora en el nivel de proteccién en plantas R,
al aumentar en ellas los niveles de acumulacion del anticuerpo
recombinante, en este caso no se obtiene un mejor efecto de proteccion
con plantas de progenie Rj; respecto de las plantas de la progenie Rj.
Como ya se habia apuntado en el capitulo 1, seguramente en el caso del
fragmento recombinante scFv2A debe existir algun tipo de limitacién para
su acumulacién intracelular.
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Lineas Porcentaje de plantas infectadas
transgénicas 15 dpi valor Pr 30 dpi
NT 79 (19/24) 100 (24/24)
] DF 100 (222 100 (22/22)
SEEEEEEEEY TR . R 1 Lic) ERERPRPRSSS RS RS EREERS | | UREEH ¢ o1\
A3-R1 48 (10/21) 0,0006 95 (20/21)
A3-R3 32 (6119) <0,0001 95  (18119)
"""""""" K1-R1 40  (12/30) <0,0001 97  (29/30)
K1-R3 55 (12/22) 0,0026 100 (22/22)
N11-R1 30 (6/20) <0,0001 100  (20/20)
N11-R3 60 (12/20) 0,0098 100  (20/20)

Tabla 3

Evolucién de la infeccién por PPV en plantas de la progenie R1y Rs de las lineas transgénicas A3,
K1y N11; y en plantas control inoculadas con PPV-GFP. El porcentaje de infeccion se indica en
negrita. Cada fraccion representa el nimero de plantas en las que se detecté virus mediante ELISA-
DASI respecto al numero total de plantas inoculadas. dpi: dias post-inoculacién.
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Figura 21

Andlisis mediante ELISA-DASI de la acumulacién de PPV (abs 405 nm) en extractos de hojas
apicales (no inoculadas) de la progenie R1y R3 de las lineas transgénicas A3, K1 y N11 inoculadas
con PPV-GFP. El analisis se realizd a los 15 dpi. A cada valor de abs 405 nm de las plantas
infectadas se le resto el valor obtenido frente a plantas no inoculadas (control negativo) y se dividio
por el valor obtenido frente al extracto viral estdndar de plantas infectadas con PPV (control positivo).
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Si se comparan los resultados de los ensayos de desafio mediante
inoculacién mecanica del virus con los de los ensayos en los que se ha
usado la inoculacion mediada por A. tumefaciens del clon PPV-GFP se
observan algunas diferencias. En el primer tipo de ensayo, a los 30 dpi,
hubo lineas transgénicas tanto dentro de las A, como de las Ky N, en las
que los porcentajes de infeccion fueron inferiores y significativamente
diferentes a los del grupo de plantas control. En estos ensayos, incluso a la
mayor dosis de inéculo, al final del experimento las lineas A3, K1 y N11
presentaron cierto nivel de proteccion frente a la infeccion. En cambio, en
los ensayos en los que se inoculaba con PPV-GFP, en el mismo periodo
de tiempo post-inoculacién soélo las lineas A presentaron porcentajes de
infeccién menores que los de las control, y unicamente en la linea A5 estas
diferencias fueron significativas.

Estas discrepancias podrian ser debidas a que en los dos tipos de
ensayo se han usado dos tipos diferentes de aislado de PPV: el aislado 3.3
RB/Nb y el aislado Rankovich (R3). Ambos se replican bien en plantas
herbaceas, ademas el epitopo reconocido por el fragmento scFv2A esta
conservado en todos los aislados de PPV (Esteban et al., 2003) por lo la
interferencia del anticuerpo deberia ser la misma en los dos casos. De
cualquier forma seria interesante realizar desafios por inoculacién
mecanica con el aislado Rankovich y otros para determinar si las lineas
transgénicas se comportan igual frente a todos ellos o no.

Asimismo hay que tener en cuenta que los dos procedimientos de
inoculacion difieren mucho en la forma de inducir la infeccion y también en
la presidon de indculo que representa cada uno de ellos, y por tanto, muy
probablemente esto también estaria influyendo en las diferencias de
comportamiento de las lineas transgénicas frente a uno u otro.

La inoculacién mecanica es un procedimiento mas traumatico para la
planta, ya que provoca heridas sobre gran parte de la superficie de la hoja.
Ademas, seguramente implica un mayor numero de focos de infeccion,
aunque no necesariamente mayor presién de indculo. En cambio, la
inoculacion por pinchazo con un cultivo de A. tumefaciens portador del clon
PPV-GFP, seria un procedimiento menos traumatico y por tanto mas
efectivo, esto queda reflejado en un numero de fallos de infeccion en las
plantas control muy pequefio. Por otro lado este tipo de inoculacion es mas
localizada que la inoculacién mecanica, aunque seguramente proporciona
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inicialmente mayor presion de in6culo al existir una gran cantidad de RNA
viral transcribiéndose a partir del cDNA que contiene el vector inoculado
junto con Agrobacterium. Este tipo de inoculaciéon parece mas facil de
contener en una etapa inicial, a los 15 dpi la mayoria de las lineas
transgénicas inoculadas tiene entre 10 a 60% de infeccion, mientras que
los controles tienen 100% de infeccion. La infeccion se mantendria
localizada y se dispersaria mas lentamente que cuando se produce por
inoculacion mecanica ya que existe un solo foco de infeccion y se tarda
mas tiempo en llegar al umbral de virus que supera la cantidad de scFv. En
cualquier caso seria un tipo de inoculaciéon muy eficiente ya que a los 30
dpi tanto el control como la mayoria de lineas transgénicas presentan
porcentajes de infeccion del 100% o valores cercanos, solo algunas lineas
A tienen porcentajes de infeccién por debajo del 60%. Es posible que al
generar menos dafio en la hoja no desencadene repuestas de estrés en la
planta que, en el caso de la inoculacion mecanica, podrian entorpecer la
infeccion ayudando en este caso a que el efecto de los scFvs fuese mas
efectivo a largo plazo.

Entre los dos experimentos de inoculacion con PPV-GFP también
existieron discrepancias ya que en el primer experimento la linea A3
presenta proteccion pero no es asi en el segundo experimento. En este
caso es posible que factores ambientales hayan influido en la diferente
respuesta. Estos dos experimentos se realizaron en dos épocas del afo
diferentes, julio el primero y noviembre el segundo, y las plantas después
de inoculadas se conservaron en invernadero. Por ello es posible que la
diferencia de temperatura, mucho mas alta en julio y menos favorable a la
replicacién de PPV (Glasa et al., 2004), influyera en que la infeccion fuera
mas severa en el segundo experimento.

En lineas generales, los ensayos de desafio realizados han permitido
comprobar que las diversas lineas transgénicas de N. benthamiana que
expresan los fragmentos scFv2A, 6K2scFv2A o NLSscFv2A presentan
diferentes grados de proteccion frente a la infeccién por PPV. En algunas
plantas se ha observado el bloqueo total de la infeccién, ya que no han
presentado sintomas ni acumulacion viral a lo largo del tiempo que duraron
los ensayos de desafio. En otras plantas se ha observado una proteccién
parcial caracterizada por un retraso en la aparicion de sintomas y/o por
una menor acumulacion viral al menos en la etapas iniciales de la
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infeccién, aunque finalmente resultan infectadas. Estos resultados
indicarian que los fragmentos scFv2A son capaces, de alguna forma, de
interferir o inmunomodular el proceso de infeccién impidiendo su desarrollo
normal. Sin embargo, para que el bloqueo de la infeccion sea eficiente,
éste tiene que ocurrir en etapas muy iniciales cuando aun la cantidad de
virus es limitada y no supera la cantidad efectiva de anticuerpo disponible,
en caso contrario, la infeccién puede verse retrasada pero finalmente
evoluciona con éxito.

Muy probablemente mejorando la estabilidad del fragmento scFv2A y
por tanto su acumulacion en la célula se mejorarian también los niveles de
proteccion. Sin embargo, no siempre el nivel de acumulacion resulta ser
sindnimo de una mejor respuesta de proteccion. Recientemente se ha
mostrado que un fragmentos scFv especifico de la proteina NS de
movimiento de TSWV con niveles de acumulacion muy elevados (8% del
total de proteinas solubles) produce Unicamente un retraso de 5-10 dias en
la aparicion de sintomas (Zhang M.Y. et al., 2008). En otros trabajos se
observa como fragmentos scFv, especificos de la nucleoproteina del
mismo virus, con similares niveles de acumulacién pero con diferente
especificidad dan resultado diferentes (Prins et al., 2005). Por todo ello, no
hay que dejar de lado la importancia que tiene la naturaleza del epitopo
reconocido por el anticuerpo. Como se ha mostrado utilizando fragmentos
scFv especificos de proteinas no estructurales como la proteina RdRp de
TBSV (Boonrod et al., 2004) o la proteina Nla proteasa de PVY (Gargouri-
Bouzid et al., 2006), se han obtenido lineas transgénicas en las que todas
sus plantas resultaron resistentes a la infeccién.

En el presente trabajo se escogio el fragmento scFv2A, especifico de
la proteina NIb de PPV implicada directamente en la replicacion viral, el
epitopo reconocido por el anticuerpo recombinante es una secuencia muy
conservada entre los diferentes aislados de PPV, esto junto con los
resultados de interferencia obtenidos indicaria su funcionalidad. Aunque es
posible que dicha funcién no sea tan crucial en el proceso de replicacion
viral como para inhibirla de forma eficaz, al menos con la cantidad de
anticuerpo disponible, y por tanto los resultados obtenidos hayan sido
menos alentadores de lo esperado.

Aparte de las caracteristicas intrinsecas del fragmento de anticuerpo
recombinante utilizado, seguramente hay otros factores tanto relacionados
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con el estado fisiolégico de las plantas o con el medio ambiente que en
una u otra forma afectarian a la capacidad de las plantas transgénicas que
expresan los fragmentos scFv2A a hacer frente a la infeccion de PPV.

Dado que uno de los objetivos futuros seria obtener plantas
resistentes a la enfermedad de la sharka en condiciones naturales de
campo, sera de gran importancia conocer los factores afectan a la eficacia
de la resistencia generada por los fragmentos scFv2A, u otros candidatos
con diferentes especificidades, y en que forma lo hacen.
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1. INTRODUCCION

A pesar del suceso unico que resulté ser durante la década de 1990
el trabajo de Tavladoraki et al. (Tavladoraki et al., 1993), no parece tarea
facil obtener plantas transgénicas que expresen scFvs de forma que los
niveles de acumulacion sean altos en el ambiente reductor del citoplasma
celular, o al menos suficientes para interaccionar con su antigeno y
bloquear asi su funcién de forma eficaz y duradera.

Cada vez se dispone de mas recursos y técnicas para aislar Rabs
(Hoogenboom, 2005) con parametros de afinidad suficientes para unirse a
su antigeno y bloquear su funcién incluso a concentraciones pequefias, o
con mayor estabilidad en ambientes reductores, como el citoplasma celular
(Philibert et al., 2007; Villani et al., 2008; Seo et al., 2009). También existe
la posibilidad de mejorar la estabilidad y/o afinidad de Rabs especificos
mediante técnicas de evolucién in vitro, lo que implica producir variaciones
al azar y seleccionar a posteriori las variantes con las mejores
caracteristicas. Al mismo tiempo el gran avance en el conocimiento de la
secuencia de numerosos fragmentos scFv y la informacion sobre su nivel
de estabilidad en ambientes reductores han permitido determinar algunos
residuos de aminoacidos clave, que favorecen la estabilidad en ambientes
reductores (Jung et al., 2001; Ewert et al., 2003; Honegger et al., 2009).
Esto permitiria disefiar de forma racional cambios puntuales en residuos
que podrian mejorar la capacidad de acumulacion intracelular de algunos
scFvs.

A pesar de todo, no existe una estrategia generalizada que se pueda
aplicar, ya que cada fragmento scFv tiene una secuencia de aminoacidos
particular y de ella depende en gran medida la estabilidad. De manera que
en cualquiera de los casos, la uUnica forma directa de comprobar la
estabilidad y capacidad de acumulacién de un fragmento scFv en el
citoplasma de células vegetales es mediante su expresion in planta.
Ademas, es la mejor forma de medir su capacidad de interaccion con el
antigeno y probar el efecto que puede producir en la funcién del mismo.

No obstante, la transformacion y regeneracion de la mayoria de
plantas superiores continua siendo un proceso tedioso que requiere tiempo
y es a menudo también costoso. Incluso con especies para las que este
proceso esta muy simplificado puede llevar meses el tener una planta
transgénica apropiada para su analisis. Por todo ello, es necesario buscar
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meétodos alternativos mas rapidos y sencillos con los que realizar pruebas
previas, de forma que se seleccionen para la transformacion estable
formatos (o versiones) con el mayor grado de efectividad posible para que
aseguren el resultado de la estrategia de inmunomodulacién.

Los ensayos basados en expresion transitoria, donde la integracion
gendmica del transgen no interviene, proporcionan un sistema alternativo
para el analisis funcional de genes en plantas. Comparando con la
transformacion estable, la transformacion transitoria tiene la ventaja de que
se puede medir de forma sencilla y rapida el nivel de expresién del gen o
genes de interés en un corto tiempo tras la introduccion del DNA en las
células. Ademas la expresién no esta influenciada por el efecto de la
posicion en que se haya insertado el DNA.

Existen diferentes métodos para la introduccion del DNA de interés
en las células de plantas: (1) métodos de introduccién directa, que se
basan en la disrupcion mecéanica o quimica de la pared y/o membrana
celular e incluyen el bombardeo con particulas, la transformacion de
protoplastos, la microinyeccion y otros, (2) sistemas basados en vectores
virales, que consisten en clones virales en los que la secuencia codificante
de la proteina de interés se incluye en el genoma viral, de manera que
dicha proteina sera producida tras la infeccién y replicacién del virus en
las células de la planta, y (3) sistemas basados en bacterias infecciosas,
en los que el DNA de interés se clona en un plasmido de transferencia y es
transportado activamente al nucleo de las células de la planta infectadas
por proteinas de la bacteria junto con proteinas de la planta. Entre estos el
gue emplea la maquinaria molecular de A. tumefaciens es uno de los
sistemas de expresidn transitoria mas utilizados.

Los experimentos iniciales en expresion transitoria mediada por A.
tumefaciens comprendian el cocultivo de explantes de hoja con
suspensiones de Agrobacterium del mismo modo que se procedia para la
transformacion nuclear estable (Fraley et al., 1984; Horsch et al., 1986;
Janssen y Gardner, 1993). Una mejora clave que extendid el uso de esta
metodologia fue la agroinfiltracién. La agroinfiltraciéon consiste en la
infiltracién del tejido vegetal mediante vacio (Kapila et al., 1997; Schob et
al., 1997) o con ayuda de una jeringa (Llave et al., 2000) con cultivos de A.
tumefaciens portadores de un T-DNA en el que se ha introducido el gen de
interés que se desea expresar en la célula vegetal. En este caso, lo que
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ocurre es que la suspension bacteriana reemplaza el fluido apoplastico y
las bacterias ocupan los espacios intersticiales entre las células del
parénquima de las hojas. Una vez alli, las bacterias interaccionan con la
célula vegetal a través de receptores, posiblemente especificos,
localizados tanto en la planta como en la bacteria (Mathysse, 1986; Sheng
y Citovsky, 1996). Compuestos fendlicos de bajo peso molecular son
reconocidos por el producto del gen de virulencia vir A que actua activando
mediante fosforilacion a la proteina codificada por el gen vir G, responsable
de la activacion transcripcional del resto de los genes vir (Zupan et al.,
2000). Los productos de estos genes vir catalizan la transferencia del T-
DNA, que contiene el gen de interés, al nucleo de la célula vegetal (Zupan
et al., 1996; Ward et al., 2002). Durante un espacio de tiempo, el T-DNA no
se integra en el genoma de la célula vegetal sino que queda presente en el
nucleo, donde puede ser transcrito y posteriormente expresado en la
proteina de interés (Kapila et al., 1997). Aparentemente, en la mayoria de
las células el T-DNA después de unos dias es degradado y solamente
unas pocas copias del T-DNA se integran en el genoma de la célula dando
lugar a una transformacién estable. La observacion de que la cantidad de
células transformadas de forma transitoria sobrepasa al menos en dos
ordenes de magnitud el numero de transformantes estables que se obtiene
(Janssen y Gardner, 1990; Dafny-Yelin et al., 2008) fue una de las razones
que estimuld el interés por la expresion transitoria. En realidad el proceso
de transferencia del T-DNA a una célula vegetal mediado por A.
tumefaciens es un proceso muy eficiente, al menos en algunas
dicotiledéneas. En N. benthamiana la infiltracion del tejido de una hoja con
una suspension de A. tumefaciens tiene en algunos casos como resultado
la expresion transitoria en casi el 100% de las células del mesofilo.

Es por ello que esta técnica se ha explotado fundamentalmente como
sistema de producir proteinas recombinantes en plantas. Entre otras se
han producido fragmentos scFv (Vaquero et al, 1999), moléculas
completas de anticuerpo (Eeckhout et al., 2004; Rodriguez et al., 2005) y
distintas proteinas virales (Annamali et al., 2005; Goytia et al., 2006;
Meyers et al., 2008; D’Aoust et al., 2008). Pero cada vez mas también se
usa para estudios de interaccion entre diferentes proteinas, silenciamiento,
etc.
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Las principales ventajas de la agroinfiltracion con jeringa es que se
puede aplicar tanto a tejidos como a hojas de plantas completas por lo que
se puede analizar cual es la respuesta de la planta en diferentes
condiciones ambientales, o realizar paralelamente diferentes tratamientos.
Ademas tiene menos variabilidad que por ejemplo el bombardeo con
particulas. Por todo ello, la expresion transitoria mediada por
Agrobacterium o agroinfiltracion podria ser un método ideal para
comprobar la estabilidad de un fragmento de anticuerpo determinado,
verificar que reconoce a su antigeno y que es capaz de neutralizar su
funcion. Ademas, es un método sencillo, y sobre todo rapido por lo que se
puede aplicar a un mayor numero de fragmentos recombinantes.

En este capitulo se realiza expresion transitoria de fragmentos
scFv2A mediante agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana y se evalua
su capacidad de interferir con la infeccién de PPV.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material vegetal y plasmidos utilizados.

Para los ensayos de expresion transitoria de fragmentos de
anticuerpo recombinantes se utilizaron los A. tumefaciens de la cepa C58
recombinantes (pMP90) (Koncz y Schell, 1986) AfC58/pBI-NLSscFv2A,
AtC58/pBI-6K2scFv2A y AtC58/pBl-scFv2A descritos en el capitulo 1
(apartado 2.1). También se us6 como control negativo una cepa de A.
tumefaciens recombinante portadora del vector pBl-scFvcontrol
(AtC58/pBl-scFvcontrol) que contiene la secuencia del fragmento scFv
recombinante 2A10 especifico del fitoplasma del stolburn (Le Gall et al.,
1998), y que no reconoce ninguna proteina del virus de la sharka.

En todos los experimentos se emplearon plantas de N. benthamiana
de cuatro semanas de crecimiento no transgénicas y/o transgénicas de la
progenie R4 de las lineas A3, N11 y K1.

2.2. Expresion transitoria de fragmentos scFv2A

2.2.1. Método de agroinfiltracion

Las células de A. tumefaciens C58 portadoras de cada una de las
construcciones se seleccionaron en medio LB-Rifip0GenigKansg. Cada clon
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fue cultivado en agitacion a 200 rpm y a 28 °C en medio LB suplementado
con 10 mM de Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidrato (MES) (pH
5,6), 20 um de acetosiringona y los correspondientes antibidticos de
seleccion  (RifipoGenygoKansy), hasta alcanzar una ODg=0.5-0.8.
Posteriormente, se centrifugaron los cultivos y las bacterias se
resuspendieron en medio de infiltracion (10 mM MES (pH 5,6), 10 mM
MgCl, y 200 uM de acetosiringona) de forma que la ODgyo de la
suspension final se ajustara a 1.0-1.5. La suspension de bacterias se
mantuvo al menos durante dos horas a temperatura ambiente antes de
proceder a la infiltracién del material vegetal. La agroinfiltracion de las
hojas de N. benthamiana se realiz6 aplicando 1 ml de las suspensiones
bacterianas a presion, mediante una jeringa sin aguja, directamente sobre
el envés, de forma que ocuparan todo el espacio intersticial de la hoja. Se
procuré infiltrar de forma homogénea toda la superficie de la hoja.

Se utilizaron plantas de N. benthamiana no transgénicas de 4
semanas de crecimiento (estadio de 5-6 hojas). En cada planta se
agroinfiltraron tres hojas, en diferentes estadios de desarrollo. La primera
hoja totalmente expandida de la parte superior de la planta (hoja 1), la hoja
inmediatamente inferior (hoja 2) y la siguiente inferior (hoja 3). Tras la
agroinfiltracion, cada 24 horas durante ocho dias, se corté y congelé una
hoja agroinfiltrada con cada una de las construcciones. Las hojas se
conservaron a -80°C para su posterior analisis mediante ELISA indirecto y
“‘western blot”.

2.2.2 Analisis “western blot”

A partir de hojas agroinfiltradas se obtuvo un extracto de proteina
total. Para la obtencién del extracto y para realizar los analisis “western
blot” se siguié el mismo procedimiento descrito en el apartado 2.2.3 del
capitulo 1.

2.2.3.ELISA-indirecto

Se tapizaron placas Maxisorp™ (Nunc) con 200 ul de extracto de
hojas agroinfiltradas mezclado a partes iguales con tampén carbonato 2x y
se incubaron a 4°C durante toda la noche. La deteccion de los fragmentos
scFv se realizd incubando con el anticuerpo monoclonal anti-6xhis
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(1:1000) (Invitrogen) durante 2h a 37°C y seguidamente con GAM-AP
(1:5000) (sigma) 1h 30 min a 37°C, ambos anticuerpos se diluyeron en
PBS-1%BSA. El revelado se realizé incubando con el substrato BCIP-NBT
(Sigma-Fast). Posteriormente se midi6 la abs de las muestras a 405 nm.

2.3. Ensayos de interferencia con la infeccion viral

2.3.1. Método de inoculacion viral

Para las inoculaciones se utilizé el extracto viral estandar (descrito en
la seccion 2.1 del capitulo 2) de hojas de N. benthamiana infectadas con el
aislado 3.3 RB/Nb de PPV a una concentracién final de 5.018x10° copias
de virus/ml. Se utilizaron dos métodos diferentes de inoculacion del virus:
(1) inoculacidon mecanica, para ello se aplico el extracto viral estandar,
sobre el haz de las hojas, y se us6 carburundum como abrasivo, (2)
infiltracién, para ello se aplicé el extracto viral estandar a presion con
ayuda de una jeringa sin aguja directamente sobre el envés de las hojas y
procurando infiltrar de forma homogénea toda su superficie.

Se recogieron muestras, a diferentes tiempos post-inoculacion, de las
hojas inoculadas y de las hojas apicales totalmente expandidas. Para ello
se utilizé la tapa de un tubo Eppendorf a modo de sacabocados, cada
muestra correspondié a cuatro circulos de hoja (= 100 mg de peso fresco)
recogidos en hojas del mismo estado de desarrollo de plantas distintas a
las que se les habia aplicado el mismo tratamiento. Las muestras se
congelaron inmediatamente en N; liquido y posteriormente se conservaron
a -80°C hasta el momento de su analisis.

2.3.2. ELISA-DASI

Se obtuvo un extracto triturando los cuatro circulos de hoja dentro del
tubo Epperdorf con ayuda de un émbolo y con cinco volumenes de tampén
de extraccién de frutales (Cambra et al., 1994). En el extracto resultante se
analizé la acumulacién viral mediante ELISA-DASI como se ha descrito ya
en el apartado 2.4.2 del capitulo 2.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacién de la acumulacion de los fragmentos scFv2A,
NLSscFv2A y 6K2scFv2A en hojas de Nicotiana benthamiana

Con objeto de determinar el periodo post-infiltracién con los maximos
niveles de expresion transitoria, se evaluo el nivel de acumulacion de los
diferentes fragmentos scFv2A en extractos de las hojas recogidas a
diferentes tiempos post-infiltracion.

Los resultados del analisis ELISA-indirecto mostraron que se podia
detectar la acumulacién del fragmento scFv2A durante el primer y segundo
dia tras la agroinfiltracion, siendo luego indetectable (Figura 22A). De
forma similar se detecté acumulacion del fragmento NLSscFv2A
unicamente durante los primeros tres dias tras la agroinfiltraciéon (Figura
22B). En cambio, la acumulacién del fragmento 6K2scFv2A se pudo
detectar durante todo el tiempo post-agroinfiltracion analizado (Figura
22C). Posiblemente estas diferencias se deben a las propiedades
intrinsecas de cada uno de los fragmentos. La mayor acumulacion del
fragmento 6K2scFv2A podria estar relacionada con su mayor estabilidad al
estar asociado a membranas, como ya se ha comentado en el capitulo
anterior.

Por otra parte, se observaron diferencias en los niveles de
acumulacién dependiendo del estado de desarrollo de las hojas
agroinfiliradas. Se detectdé acumulacion de los fragmentos scFv en las dos
hojas méas jévenes (hojas 1 y 2), presentando mayores niveles de
acumulacioén la hoja mas madura (hoja 2). Sin embargo, en la hoja 3 mas
madura que la anterior no detectamos acumulacion de fragmentos scFv.
Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por otros autores y
que indican que para el gen reportero GFP, bajo control de promotor
constitutivo 35S de CaMV y en condiciones 6ptimas de expresiéon el
maximo rendimiento se obtiene en hojas jovenes pero bien diferenciadas
(Wydro et al., 2006). Seguramente esto es debido, entre otras variables, a
que la penetracién de la suspensidén bacteriana en las capas internas del
parénquima de la hoja esté mas favorecido en tejidos jévenes que en los
mas maduros completamente diferenciados. La edad de la planta es otro
factor que también influye en el rendimiento de la agroinfiltracion, se ha
descrito que agroinfiltrado plantas en el estadio previo a la floracion se
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obtienen mejores resultados que con plantas mas jévenes (Sheludko et al.,
2007).
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Figura 22

Andlisis mediante ELISA indirecto para evaluar la acumulacién de fragmentos scFv (deteccion con
Mab aniti6xhis) en extractos de hojas en diferentes estadios de desarrollo (hoja 1, hoja 2 y hoja 3,
ordenadas de mas a menos joven), y a diferentes dias post-agroinfiltracién (dpi). Las hoja fueron
agroinfiltradas con los siguientes cultivos de A. tumefaciens recombinantes: AtC58/pBl-scFv2A
(gréfico A), AtC58 pBI/NLSscFv2A (gréfico B) y AtC58/pBI-6K2scFv2A (grafico C).
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Los analisis “western blot” mostraron que la acumulacion de los
fragmentos scFv2A y 6K2scFv2A se pudo detectar entre el primer y
segundo dia tras la agroinfiltracion (Figura 23). Los niveles de acumulacién
fueron similares, o con un ligero aumento el tercer y cuarto dia post-
agroinfiltracion, en el caso del fragmento 6K2scFv2A. El fragmento
NLSscFv2A no pudo ser detectado por “western blot” en los extractos de
las hojas agroinfiltradas analizadas. Ello pudo deberse que el método de
extraccion no fue el mas adecuado para extraer proteinas de localizacién
nuclear.
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Figura 23

Andlisis mediante “western blot” de la acumulacion de los fragmentos scFv (deteccion con Mab
anti6xhis) en extractos de hojas de N. bentamiana agroinfiltradas con los cultivos de A. tumefaciens
recombinantes: AtC58/pBI-scFv2A (panel A), y AtC58/pBI-6K2scFv2A (panel B).

En general, después de la agroinfiltracion, el nivel de expresién del
transgen tiene su pico maximo a los 2-4 dpi, se mantiene hasta los 8-10 dpi
y declina rapidamente después (Sheludko et al., 2007). En este caso, los
niveles de acumulacién deben estar limitados mas probablemente por la
estabilidad intrinseca del fragmento scFv2A. En este sentido apunta el
hecho de que no se aprecie un pico de maxima expresion que decae con
el tiempo, que es lo que ocurre con la expresion transitoria de otras
proteinas, sino que se observe una acumulacidn mas o menos constante
en el tiempo y que finalmente decae. Estos resultados estarian en
concordancia con los del capitulo 1 de limitada estabilidad del scFv2A. No
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obstante, el hecho de que sea posible la deteccion mediante “western blot”
del fragmento scFv2A durante la expresion transitoria indicaria que hay
una cantidad mayor de producto del que existe en las plantas
transformadas de forma estable, aunque esta diferencia no es tan grande
como la que se ha descrito para otras proteinas. En general cuando se ha
utilizado la expresidn transitoria de scFvs como método previo para evaluar
su nivel de acumulacion antes de la transformacion estable los resultados
obtenidos han sido similares entre la expresion transitoria y estable (Nolke
et al., 2009; Safarnejad et al., 2009).

3.2. Efecto de la expresion transitoria de los fragmentos scFv2A,
NLSscFv2A 'y 6K2scFv2A en hojas de Nicotiana benthamiana sobre
la infeccion viral

Para comprobar que la expresion transitoria de los fragmento scFv2A
interferia con la infeccion por PPV y en que medida lo hacia, se
agroinfiltraron hojas de N. benthamiana no transgénica con suspensiones
de AtC58/pBl-scFv2A, AtC58/pBI-NLSscFv2A y AtC58/pBI-6K2scFv2A.
Esas mismas hojas se inocularon con extracto viral estandar
(concentracién final de 5,018x10° copias de RNAviral/ ml) de dos formas
diferentes.

En el primer experimento la inoculacién del virus se realiz6 mediante
la infiltracion del extracto viral. Dicha infiltracion se llevé a cabo bien a la
vez que la agroinfiltracion mezclando el extracto viral con las suspensiones
de Agrobacterium portadoras de los fragmentos scFv, o bien 24 horas
después de la agroinfiltracién con las suspensiones de Agrobacterium
portador de los fragmentos scFv, para dejar tiempo a que se transcribieran
los fragmentos scFvs. Seguidamente, se analizé mediante analisis ELISA-
DASI la acumulacién viral en hojas jovenes a diferentes tiempos post-
inoculacion.

Entre los 3-5 dpi, se pudo observar que las plantas en las que el virus
se infiltr6 24 h después que los fragmentos scFv (Figura 24A) acumularon
menor cantidad de virus comparando con las plantas control, infiltradas
unicamente con el extracto viral. Estas diferencias no fueron significativas,
seguramente, debido a la gran variabilidad entre plantas con el mismo
tratamiento y al reducido nimero de plantas. Cuando la infiltracion del
extracto viral se realiz6 a la vez que la agroinfiltracion con las
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suspensiones de A. tumefaciens (Figura 24B) no se apreciaron estas
diferencias. En ambos casos todas las plantas, tanto las plantas control
como las infiltradas con los fragmentos recombinantes, resultaron
infectadas de forma sistémica por PPV.
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Figura 24

Anélisis mediante ELISA-DASI (abs 405 nm) para evaluar la acumulacién de PPV en hojas apicales
de plantas de N. benthamiana agroinfiltradas con suspensiones de los cultivos de A. tumefaciens
recombinantes: AtC58/pBl-scFv2A (A), AtC58/pBI-NLSscFv2A (N) y AtC58/pBI-6K2scFv2A (K) e
inoculadas mediante infiltracion del extracto viral estandar de PPV 3.3Rb/Nb-NAT, con 24 horas de
desfase (grafico A) o conjuntamente a la agroinfiltracion (gréfico B). Las columnas y barras
representan la media y desviacién estandar de los valores de abs 405 nm de cinco plantas
agroinfiltradas independientemente.

Otros autores han obtenidos resultados similares (Boonrod et al.,
2004). Ellos han observado que la expresién transitoria en hojas de N.
Benthamiana de fragmentos scFv especificos de la replicasa viral de TBSV
produce uUnicamente retraso en la apariciéon de sintomas sistémicos pero
no se ha podido evitar que las plantas finalmente se infectaran. Este efecto
resulta comprensible ya que se trata de plantas no transgénicas y cuando
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la expresion del fragmento scFv decae el virus puede replicarse y cuando
alcanza el sistema vascular extenderse libremente al resto de la planta.

En el segundo experimento se agroinfiltraron hojas de plantas
transgénicas de las lineas A, N y K con suspensiones de AtC58/pBI-
scFv2A, AtC58/pBI-NLSscFv2A o AtC58/pBI6K2-scFv2A, respectiva-
mente. Después de 48 horas se inocularon con un extracto viral de PPV
mediante inoculacion mecanica o por infiltracion (en ambos casos la
concentracion final fue de 5.018x10° copias de RNA viral por ml). También
se utilizé un grupo de plantas control, no transgeénicas, que unicamente se
inocularon con el extracto viral.

Cuando la inoculacidon viral se realizd mediante infiltracion los
resultados mostraron que no se observo infeccidn sistémica en muchas de
las plantas agroinfiltradas con los fragmentos scFv. Mientras que
unicamente una de las plantas control no resultd infectada (Figura 25A).
Por el contrario, cuando las plantas se inocularon mecanicamente con el
extracto viral, resultaron infectadas todas, indistintamente de si se habian
agroinfiltrado previamente con los fragmentos scFv o no (Figura 25A).

Este resultado indicaria que Ila inoculacibn mecanica resulta
ventajosa para el virus. Posiblemente esto sea debido a que en este
proceso se generan heridas en la superficie de las hojas por las cuales el
virus podria acceder mas facilmente al interior del las células. En cambio la
infiltracién del extracto viral genera menos dafo en el tejido, y aunque la
cantidad de virus en contacto con la células del parénquima puede ser
mayor, a este no le seria tan facil acceder al interior celular, por ello el virus
estaria en desventaja y se pudo observar la interferencia producida por los
fragmentos scFv2A.

Por otra parte, en este experimento se han utilizado plantas
transgénicas que expresan ya los fragmentos scFv de forma estable. Por
ello tendriamos, por una parte el efecto adicional de la expresion transitoria
de los fragmentos scFv en las hojas inoculadas (previamente también
agroinfiltradas), y por otra la expresion constitutiva en toda la planta, asi
que finalmente hay plantas que vencen a la infeccion y se mantienen
sanas. Al mismo tiempo, el analisis mediante ELISA-DASI mostré que
algunas de las plantas transgénicas de la linea A infectadas
sistémicamente acumularon menor cantidad de virus que las plantas
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control y que las del resto de lineas transgénicas, manteniéndose estas
diferencias incluso a los 15 dpi (Figura 25B).
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Figura 25

Evolucién de la infeccion viral en plantas R+ de lineas transgénicas que expresan los fragmentos
recombinantes de anticuerpo  scFv2A, NLSscFv2A y 6K2scFv2A  agroinfiltradas
respectivamente con suspensiones de los cultivos de A. tumefaciens recombinantes: AtC58/pBI-
scFv2A (A), AtC58/pBI-NLSscFv2A (N) y AtC58/pBI-6K2scFv2A (K) y en plantas no transformadas
como control (C). Las platas se inocularon, 48 horas tras la agroinfiltracion, con el extracto viral
estandar de PPV 3.3Rb/Nb-NAT mediante infiltracién o inoculacién mecanica del mismo. Las
fracciones indican el nimero de plantas infectadas respecto del nimero total de plantas inoculadas
(panel A). Analisis mediante ELISA-DASI (abs 405 nm) de la acumulacién de PPV en hojas apicales
en las mismas plantas. Las columnas y barras representan la media y desviacion estandar de los
valores de abs 405 nm de seis plantas agroinfiliradas independientemente en el caso de la
inoculacién mecanica. En el caso de la infiltracion del virus se considraron Unicamente la plantas
infectadas (panel B).

En ambos experimentos se analizd mediante ELISA-DASI la
acumulacién PPV en hojas inoculadas con extracto viral, pero en la
mayoria de las muestras el resultado fue negativo, aunque
paradojicamente en la mayoria de casos si se observo posteriormente
infeccion sistémica. Posiblemente la imposibilidad de detectar el virus en
las hojas inoculadas sea debido a que la cantidad de material vegetal
tomado como muestra (100 mg) no fue suficiente para el ensayo ELISA.
Ademas, las muestras se tomaron cortando circulos en las hojas mediante
la tapa de un tubo Eppendorf, y puesto que la distribucion del virus no es
homogénea en toda la hoja, es posible que no siempre se tomara tejido
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infectado. Por otro lado, las muestras a los distintos tiempos post-
inoculacién se recogieron sobre las mismas hojas, y esto también pudo
influir de forma negativa en la multiplicacién del virus, si se elimina fuente
de inoculo. Todo esto se debe tener en cuenta a la hora de interpretar los
resultados, puesto que asi se podrian explicar los bajos valores ELISA
obtenidos en el primer experimento para las hojas infectadas de forma
sistémica. El mayor inconveniente de no poder detectar el virus en las
hojas inoculadas es que no se puede descartar con certeza que la
ausencia de infeccion sistémica en las plantas transgénicas en el segundo
experimento no sea debido a un fallo de inoculacion viral.

En definitiva la agroinfiltracion de fragmentos scFv resultaria una
buena estrategia para evaluar su capacidad de acumulacion en las células
vegetales previamente a la transformacion estable. En algunos trabajos se
ha observado, mediante expresion transitoria en hojas, como diferentes
fragmentos scFv procedentes de genotecas “phage-display” presentan
diferentes niveles de acumulacion (Noélke et al., 2009) pudiendo asi
seleccionar los mas estables para la posterior transformacion estable. Es
de esperar que exista una correlacion entre lo que ocurre durante la
expresion transitoria y lo que sucederia en una eventual transformacién
estable con la misma construccion. Otra ventaja de la expresién transitoria
mediante agroinfiltracion seria que se pueden ensayar las mismas
construcciones con las mismas secuencias promotoras y terminadoras que
se utilizaran luego para la transformacion estable. Y finalmente, mediante
la puesta a punto del método se pueden trasladar los ensayos a multiples
especies vegetales como lechuga (Negrouk et al., 2005), vifa (Zottini et al.,
2008) y guisante (Green et al., 2009) como se ha demostrado
recientemente.

En cambio, para estudiar el efecto que producen los fragmentos
scFv2A sobre la infeccion de PPV es necesario desarrollar un sistema
alternativo. Dicho sistema deberia permitir analizar lo que ocurre en los
momentos mas iniciales de la infeccidon en las hojas inoculadas, puesto
qgue el desarrollo o no de la infeccién parece depender fundamentalmente
de la interaccién virus-scFv en un momento muy inicial de la misma.
Sobretodo se ha de buscar una forma alternativa de inducir la infeccion,
que combine un procedimiento de inoculacién seguro con un sistema no
destructivo para poder evaluar la invasion inicial de la planta por el virus.
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CAPITULO 4

“Expresion transitoria conjunta de
fragmentos scFv2A y PPV-GFP en
plantas de Nicotiana benthamiana”
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1. INTRODUCCION

El estudio de los virus de plantas se ha visto limitado en muchas
ocasiones por las infecciones fallidas o asincrénicas cuando se utilizan
particulas virales, RNA desnudo o DNA viral clonado como fuentes de
indculo para introducirlos en las plantas. Los intentos se suelen realizar por
medios mecanicos o mediante insectos vectores. Estas limitaciones se
hacen aun mas patentes cuando el objeto de estudio es determinar el lugar
de inicio o establecer cuales son los acontecimientos iniciales de la
infeccion viral. Dos avances metodolégicos han simplificado el estudio de
la biologia de los virus.

En primer lugar la adaptacion de la proteina verde fluorescente (GFP
de inglés “Green Fluorescent Protein”) de Aequorea victoria, una medusa,
como marcador in vivo de genomas virales (Baulcombe et al., 1995). La
GFP ofrece numerosas ventajas frente a otros marcadores, como el GUS o
la luciferasa, ya que no necesita substratos externos para su deteccion,
ademas es muy estable en las células vegetales y no resulta téxica para la
planta. Cuando es iluminada con luz UV la GFP emite una fluorescencia
brillante que permite su seguimiento cuando se ilumina con lamparas de
mano, o mediante lupas o microscopios. El uso de clones virales marcados
con GFP ha aumentado de forma extraordinaria la posibilidad de observar
y estudiar sucesos intra e intercelulares que tiene lugar durante la infeccion
local o sistémica. Existe la posibilidad durante las primeras horas post-
inoculacion de identificar las células inoculadas, estudiar la cinética de
acumulacioén viral en dichas células (Hagiwara et al., 2003) y darles una
localizaciéon precisa dentro del lugar de infeccion (German-Retana et al.,
2000). De igual forma se puede observar la invasién de células adyacentes
y el movimiento a larga distancia de virus (Cheng et al., 2000). La
posibilidad de marcar los genomas de los Potyvirus insertando un gen
reportero entre las proteinas P1 y HC-Pro fue demostrada inicialmente con
el TEV (Dolja et al., 1992) y mas tarde extendida a otros miembros del
género (Revers et al,, 1999). Los virus marcados con la proteina verde
fluorescente han sido intensivamente usados para estudiar la invasion viral
en diferentes sistemas virus-plantas herbaceas (Oparka et al., 1997; Wang
et al., 1999; German-Retana et al., 2000; ). Mas recientemente Lettuce
mosaic virus (LMV) marcado con GFP ha sido probado como una
herramienta muy relevante para testar la resistencia al virus de diversas
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variedades de lechuga en condiciones de invernadero (Candresse et al.,
2002; Mazier et al., 2004). Plum pox virus fusionado a GFP ha servido para
demostrar que en ocasiones se produce movimiento a larga distancia del
virus en albaricoqueros, en principio, resistentes a la infeccion (lon-Nagy et
al., 2006). Igualmente se ha utilizado para estudiar la interaccion de PPV
con sus huéspedes naturales (Lansac et al., 2005) y diferentes respuestas
fisioldgicas de las plantas frente a la infeccion por el virus (Dias-Vivancos
et al., 2006; 2008)

En segundo lugar la “agroinfeccién”, término utilizado por primera vez
por Grimsley et al. (1986) para describir el uso de A. tumefaciens en la
introduccion de moléculas infecciosas, generalmente virus o viroides, en
plantas. Mediante esta tecnologia, una copia de cDNA del virus junto con
secuencias promotoras y terminadoras funcionales en plantas es
transferido dentro del T-DNA de A. tumefaciens al nucleo de las células
vegetales. Una vez alli se transcribe para generar RNAs virales activos que
pueden iniciar su autorreplicacion y el movimiento célula a célula hasta
alcanzar el floema y llegar asi a toda la planta generando una infeccién
sistémica. Este tipo de inoculacién también ha sido descrita con el término
de “agroinoculacion” por otros autores (Hanley-Bowdoin et al., 1988).

El numero de laboratorios que usan la agroinoculacion de clones
virales marcados o no con GFP para investigar diversos aspectos de su
interaccién con plantas ha crecido exponencialmente en pocos afios. Esta
técnica ha simplificado el estudio de un gran numero de virus, sobre todo
los que se transmiten por vectores especificos. Se ha utilizado para llevar a
cabo andlisis de infectividad, determinar la gama de huéspedes, validar
virus como agentes causales de enfermedades, caracterizar nuevos virus y
sus genomas mediante mutagénesis, analisis de recombinacion entre virus
relacionados, y para estudiar el silenciamiento génico producido por los
virus (VIGS). También ha sido muy valiosa para identificar lineas
resistentes a la infeccién, pero sobre todo, combinada con la
agroinfiltracion de diversos elementos (Bendahmane et al., 2000), puede
servir para ensayar su actividad antiviral.

En este sentido en este ultimo capitulo se combina la expresién
transitoria de scFvs mediante agroinfiltracién con la agroinoculaciéon de un
clon viral de PPV fusionado a GFP, para evaluar el efecto de diferentes
versiones de scFv2A frente a la infeccion por PPV.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material vegetal y plasmidos utilizados

Se utilizaron las cepas recombinantes de A. tumefaciens, AtC58/pBI-
NLSscFv2A, AtC58/pBIl-6K2scFv2A y AtC58/pBl-scFv2A (descritas en
apartado 2.1 del capitulo 1) y AtC58/pBl-scFvcontrol (descrita en apartado
2.1 del capitulo 3). También se utilizd6 la cepa AfC58/pBI-PPV-GFP
(descrita en apartado 2.3 del capitulo 2).

En todos los experimentos se emplearon plantas de N. benthamiana
transgénicas de la progenie R; de las lineas A3, N11 y K1 y/o no
transgénicas de cuatro semanas de crecimiento. Las plantas se
mantuvieron en camara de cultivo a 25°C, con 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad.

2.2. Método de agroinfiltraciéon/agroinoculacién

La agroinfiltracion de los cultivos de A. tumefaciens se realizé tal y
como se ha descrito en el apartado 2.2.1 del capitulo 3. La ODgy en la
suspension final en medio de infiltracion se ajustd a 1-1.5 en el caso de las
bacterias AtC58/pBI-NLSscFv2A, AtC58/pBl-6K2scFv2A, AtC58/pBI-
scFv2A y AtC58/pBl-scFvcontrol, y entre 0.1 y 0.001 para AtC58/pBI-PPV-
GFP. En todos los experimentos se agroinfiltré una hoja por planta, salvo si
se indica de otro modo. La hoja agroinfiltrada fue normalmente la tercera
hoja joven totalmente expandida.

2.3. Evaluacion de la infeccion viral
2.3.1. Analisis ELISA-DASI

A partir de hojas agroinfiltradas o apicales no infiltradas se obtuvieron
extractos de proteina total siguiendo el mismo procedimiento descrito en el
apartado 2.2.3 del capitulo 1. En los extractos resultantes se analiz6 la
acumulacion viral mediante ELISA-DASI como se ha descrito en el
apartado 2.4.2 del capitulo 2.
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2.3.2. Analisis “western blot”

A partir de hojas agroinfiltradas se obtuvo un extracto de proteina
total. Para la obtencién del extracto y para realizar los analisis “western
blot” se siguié el mismo procedimiento descrito en el apartado 2.2.3 del
capitulo 1. El revelado de las membranas se realizé incubandolas a
temperatura ambiente, primero con el anticuerpo monoclonal anti-6xhis
(1:1000) durante 2 horas, y seguidamente con GAM-AP (1:5000) (Sigma)
durante 1 hora y 30 minutos. El revelado se realizé incubando con el
substrato BCIP-NBT (Sigma-Fast, Sigma).

2.3.3. Analisis inmunoimpresion-ELISA

Se tomaron muestras a diferentes tiempos post-agroinoculacion de
hojas agroinfiltradas y no agroinfiltradas de N. benthamiana. Se realizaron
impresiones de hojas y peciolo sobre membranas de nitrocelulosa. Tras
bloquear con PBS+1%BSA, las membranas se incubaron primero con los
anticuerpos monoclonales 5B 6 2A (1:1000) especificos de la CP y NIb de
PPV, respectivamente durante 2 horas a 37°C, y seguidamente con GAM-
AP (1:5000) (Sigma) durante 1 hora y 30 minutos. Los anticuerpos se
diluyeron en PBS+0.5%BSA. El revelado se realizé6 incubando las
membranas con el substrato BCIP-NBT (Sigma-Fast, Sigma).

2.3.4. Seguimiento de la fluorescencia GFP y conteo del numero y tamaiio de
los focos de fluorescencia

La observacion de la fluorescencia de la GFP se realizé como se
explica en el apartado 2.4.3 del capitulo 2.

Las hojas agroinfiltradas se escindieron de la planta a los 3 dpi. Se
fotografiaron entre dos y cuatro areas, escogidas aleatoriamente,
representativas de la superficie de cada una de las hojas. Las fotos se
tomaron a la misma distancia focal y a los mismos aumentos.
Posteriormente, se utilizd el programa ImagedJ para cuantificar tanto el
numero como el tamano de los focos de fluorescencia o foci en cada una
de las areas fotografiadas. Para cada hoja se obtuvo el valor medio de
numero y tamafo de foci (media + desviacion estandar) a partir de los
valores en cada una de sus areas fotografiadas.
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2.4. Analisis estadistico

Se aplicé un modelo lineal mixto utilizando las lineas como factor fijo
y las plantas individuales como factor aleatorio jerarquizado al anterior. Las
comparaciones frente al control se realizaron mediante un test de Dunnett.
Para el resto de comparaciones se realizé mediante contrastes.

La variable area total fluorescente no se distribuye de forma normal,
para “normalizarla” se aplicd la transformaciéon logaritmo obteniendo
resultados satisfactorios

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evoluciéon de la infeccion viral en plantas de Nicotiana
benthamiana por agroinfiltraciéon con pBI-PPV-GFP

Inicialmente para establecer el funcionamiento del sistema, se
agroinfiltraron hojas de N. benthamiana con una suspension de AtC58/pBI-
PPV-GFP (ODgy=0.5) y se realizé el seguimiento, cada 24 horas, de la
aparicion de fluorescencia en las plantas con una lupa bajo luz UV.

Tras la agroinfiltracion las células de Agrobacterium entran en
contacto con las del parénquima de la hoja, produciéndose la transferencia
del T-DNA al nucleo de estas. En una primera etapa la transcripcion,
expresion y replicacion del RNA de PPV-GFP debe darse muy
rapidamente. En experimentos de transfeccién de protoplastos con un clon
de PPV similar al utilizado (Raghupathy et al., 2006), otros autores han
determinado, en primer lugar que se produce replicacion viral ademas de la
transcripcidén a partir del cDNA vy, en segundo lugar que a las 12 horas se
produce el pico maximo de acumulacion viral, que luego diminuye a lo
largo de las siguientes 12 horas. En este caso los primeros puntos verde
fluorescente en las hojas agroinfiltradas se observaron a partir de los 2 dpi.
Cada punto fluorescente constituye un incidente unico de infeccién y
corresponde a la transcripcién, expresion y replicacion del RNA de PPV-
GFP en la célula inicialmente infectada y al grupo de células adyacentes a
las que el virus ha infectado por el movimiento célula a célula. A los 3 dpi
las hojas inoculadas estaban salpicadas de puntos fluorescentes
independientes de forma mas o menos redondeada, que correspondian a
focos de infeccién o foci. A los 4 dpi, la superficie de la hoja agroinfiltrada
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era casi completamente fluorescente sin que se pudieran distinguir foci
independientes.

Una vez que el virus se replica de forma independiente y empieza a
moverse célula a célula se extiende por la superficie de la hoja hasta que
encuentra los haces vasculares por donde comienza su movimiento
sistémico hasta alcanzar zonas mas lejanas de la planta. La fluorescencia
en hojas apicales, no infiltradas, debida a la infeccién sistémica, se
determiné que aparecia entre los 5 y 9 dpi También se observd que una
vez comenzada la invasion sistémica de la planta ésta se extendia muy
rapidamente. A los 11 dpi la infeccion sistémica estaba bien establecida y
habia pocos tejidos de la planta que no expresasen GFP.

Las hojas apicales mas jovenes (no agroinfiltradas) es donde primero
se observaron los sintomas tipicos de la infeccion sistémica por PPV
(Figura 26) como manchas cloréticas que coinciden con las manchas
fluorescentes, bajo la luz UV, y que indican acumulacion viral. Sin
embargo, en las hojas agroinoculadas no se observaron sintomas tipicos
de sharka en ningun caso.

Figura 26

Sintomas tipicos de infeccién sistémica por PPV en planta de N. benthamiana después de
agroinfiltrar una hoja con un cultivo de AfC58/pBI-PPV-GFP (ODs00=0.5) (izquierda). Detalle de hoja
con sintomas de PPV vista con luz blanca (derecha arriba) y con luz UV (derecha abajo).

Se realizaron también analisis de inmunoimpresion-ELISA para
determinar la presencia viral en hojas agroinfiltradas y hojas apicales (no
agroinfiltradas) a lo largo de 10 dias tras la agroinfiltracion. Se utilizaron los
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anticuerpos monoclonales 5B y 2A especificos, respectivamente, de las
proteinas CP y NIb de PPV, y se analizaron hojas agroinfiltradas como
hojas jovenes de la zona apical de las plantas (Figura 27).
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Figura 27

Analisis inmunoimpresion ELISA con los anticuerpos monoclonales 5B y 2A de hojas inoculadas
mediante agroinfiltracion con PPV-GFP (ODs00=0.5) (primera columna) y de hojas apicales (segunda
columna) de la misma planta en diferentes estadios de desarrollo (1, 2 y 3 corresponden a la hoja
mas joven y las inmediatamente inferiores respectivamente) y hojas control (tercera columna) de
plantas no agroinfitradas. Las muestras fueron tomadas a diferentes dias postagroinfiltracion (dpi).

En las hojas agroinfiltradas se pudo detectar acumulacion de la CP a
partir de 4 dpi y hasta el final del experimento a los 12 dpi. En cambio la
acumulacién de la NIb se detectdé desde el primer dia y hasta el final del
experimento, aunque parece que a partir de 5 dpi la sefial es mas intensa.
Habria que destacar que la desaparicion de sefial a los 4 dpi, muy
probablemente se debid a algun fallo experimental mas que a la verdadera
ausencia de la proteina. Este fendmeno podria explicarse por un fallo en la
inmunoimpresion de la hoja y que no quedase suficiente material viral en la
membrana para que se pudiese detectar la NIb. Un fallo en la inoculacion
de la hoja seria bastante improbable ya que las inmunoimpresiones
analizadas con los dos anticuerpos fueron realizadas con la misma hoja, y
en esa misma hoja si que se detectd la presencia de la CP. Cuando se
analizaron las hojas apicales (no agroinfiltradas), se observé que la
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acumulacion de la CP y la NlIb virales se pudo detectar a partir de 6 y 7 dpi,
respectivamente, y hasta el final del experimento. Estos resultados
concuerdan con los de observaciones de la aparicion sistémica de la
fluorescencia por GFP en la planta.

En general los resultados del analisis mediante inmunoimpresion-
ELISA son suficientemente sensibles y precisos. Sin embargo, cuando lo
que se pretende es seguir el rastro del virus en la planta, al tratarse de una
técnica destructiva, requiere que el analisis se realice en plantas diferentes
y esto nos puede llevar a resultados incongruentes. Aunque se asume que
si la inoculacion se realiza de forma homogénea y todas las plantas son del
mismo estadio de desarrollo ocurrird lo mismo en todas ellas, esto no
siempre ocurre asi. Por todo ello es interesante disponer de un método no
destructivo para seguir la invasion de las plantas por PPV. El uso de este
clon de PPV marcado con GFP nos permitira describir de forma mas
precisa la naturaleza de la resistencia o susceptibilidad tanto en las plantas
transgénicas como en plantas de tipo silvestre en las que los fragmentos
scFv se expresan de forma transitoria.

3.2. Efecto de la expresion estable de fragmentos scFv2A,
NLSscFv2A o 6K2scFv2A en la evolucion de la infeccion por PPV-
GFP

En un primer experimento se agroinfiltraron plantas de N.
benthamiana transgénicas R4 de las lineas A3, N11 y K1 que expresan,
respectivamente, los fragmentos recombinantes scFv2A, NLSscFv2A y
6K2scFv2A, también se utilizaron plantas no transgénicas como control. En
cada una de las plantas se agroinfiltr6 completamente una hoja con
suspensiones de AtC58/pBI-PPV-GFP (ODgy=0.5). La acumulacién viral
se analizé mediante ELISA-DASI a diferentes tiempos post-agroinfiltracion,
tanto en las hojas agroinfiltradas/agroinoculadas, como en hojas jévenes
no agroinoculadas.

El analisis de la acumulacién viral en las hojas agroinfiltradas mostré
que a los 2 dpi se podia detectar el virus en todas las plantas. Y que a los
3 dpi habia una menor acumulacion viral en las plantas transgénicas de la
linea A con respecto a la de las plantas control y el resto de plantas
transgénicas (Figura 28A). La acumulacion viral en hojas apicales debida a
la infeccion sistémica se detectd a los 4 dpi (Figura 28B), pero en cambio
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no se observaron diferencias en los niveles de acumulacion del virus entre
las plantas control y ninguna de las lineas transgénicas. Probablemente la
ODgoy de la suspension de A tumefaciens que se utilizd en este
experimento (ODgp=0.5) resulté ser una dosis de inéculo demasiado
elevada para los niveles a los que se acumula el fragmento scFv2A. Sin
embargo, en las plantas de la linea transgénica A (citoplasmica) se
observa que, al menos inicialmente, el nivel de anticuerpo es suficiente
para frenar frena la acumulacion del virus en las hojas agroinfiltradas. En
cualquier caso este debe ser un efecto parcial y en el momento que
aumenta la acumulacién del virus en las hojas agroinfiltradas éste inicia
también la infeccion sistémica que afecta por igual a todas las plantas
independientemente de la expresion o no de fragmentos scFv.
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Figura 28

Panel A: Andlisis ELISA-DASI para evaluar la acumulacién viral en hojas de N. benthamiana no
transgénica (C) y transgénicas que expresan los fragmentos scFv2A (A), NLSscFv2A (N) vy
6KscFv2A (K) agroinfiltradas con PPV-GFP (ODe00=0.5), a diferentes tiempos postinoculacion. Panel
B: Andlisis ELISA-DASI de la acumulacién viral de hojas apicales, no inoculadas, de las mismas
plantas. Las columnas y barras representan la media y desviacion estandar de valores ELISA de tres
plantas agroinfiltradas independientemente.
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Se realiz6 un segundo experimento idéntico al anterior pero
utilizando suspensiones de At{C58/pBI-PPV-GFP a una concentracion
menor que la anterior (ODgnp=0.08) y se evalud la acumulacion viral en las
hojas agroinfiltradas a los 3 dpi. Los valores de abs 405 nm obtenidos en el
analisis ELISA-DASI de las hojas agroinfiltradas (Figura 29) revelaron que
en las plantas de todas las lineas transgénicas existi6 menor acumulacion
viral en comparacion con las plantas control (no transgénicas).
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Figura 29

Analisis ELISA-DASI para evaluar la acumulacién viral en hojas de N. benthamiana agroinfiltradas
con PPV-GFP (ODe00=0.08). Se agroinfiltraron hojas en plantas no transgénicas (C) y transgénicas
R1 de las lineas A3 (A), N11 (N) y K1 (K) que expresan, respectivamente, los fragmentos scFv2A,
NLSscFv2A 'y 6KscFv2A. Las columnas y las barras representan el valor ELISA medio (abs 405 nm)
y el error estandar para cada hoja analizada por triplicado.

A pesar de que todas las plantas desarrollaron infeccién sistémica,
cuando se observaron con la lupa bajo luz UV, se advirtio6 que en las
plantas transgénicas habia menor numero de hojas con fluorescencia y
que la distribucién de la misma era diferente con respecto a las plantas
control. Sin embargo, estas observaciones no se vieron reflejadas en los
valores de acumulacién viral obtenidos en el analisis DASI-ELISA
(resultados no mostrados).

La eficacia de la transformacién (niumero de células transformadas
que expresan GFP) mediada por Agrobacterium se ve influenciada por a
concentracion (ODgy) de células de la suspensidon utilizada para
agroinfiltrar las hojas y por tanto, en los niveles de expresion que se
obtendran. Se ha establecido que los valores 6ptimos de ODggo de la
suspension de Agrobacterium oscilan entre 0.1-1.0 (Amoah et al., 2001;
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Song y Sink, 2005; Wroblewski et al., 2005; Wydro et al., 2006). En el caso
de la agroinfiltracién de un clon viral, una vez que se establece un replicén
activo, éste se replicara autonomamente y movera de las células
transformadas a células vecinas de forma que la infeccidon puede
progresar. Por ello, incluso con una eficacia de transformacién baja seria
suficiente para conseguir infectar toda la planta (Marillonnet et al., 2005;
Orzéaez et al., 2006). Cuando la agroinfiltracion se emplea para evaluar el
efecto de algun factor, por ejemplo un supresor del silenciamiento, sobre el
nivel de expresion de un gen (Libho et al., 2007), o como en este caso la
influencia de la expresién de fragmentos scFv sobre la infeccién viral, es
necesario trabajar por debajo de las condiciones 6ptimas.

Para determinar como influye la ODgy de la suspension de
AtC58/pBI-PPV-GFP en la densidad de foci por superficie y determinar las
condiciones en las que se podrian observar el efecto de interferencia del
fragmento scFv2A, se realiz6 un nuevo experimento. En plantas de N.
benthamiana no transgénicas se inocularon hojas en el mismo estadio de
desarrollo. La inoculacién se realizdé por agroinfiltracion con suspensiones
de AtC58/pBlscFvcontrol (ODgyp=1) o AtfC58/pBl-scFv2A (ODgpo=1)
mezcladas con AtC58/pBI-PPV-GFP. Se realizaron diferentes mezclas con
diluciones decimales decrecientes del clon viral PPV-GFP de forma que su
ODeoo final correspondiera a 0.1, 0.01 y 0.001. Tras la agroinfiltracién las
hojas se observaron bajo la lupa de fluorescencia y se tomaron fotografias
a diferentes tiempos post-agroinfiltracion (dpi).

En las hojas agroinfiltradas con las suspensiones en las que habia
mayor concentracion de PPV-GFP (ODgy=0.1) se observo fluorescencia a
los 2 dpi. A los 3 dpi aparecia fluorescencia en la superficie de todas las
hojas agroinfiltradas, aunque soélo se distinguieron foci independientes en
las hojas agroinfiltradas con AtC58/pBI-PPV-GFP a ODgy=0.01 y 0.001. En
este caso, ademas, se observd menor densidad de foci en las hojas
agroinfiltradas con el fragmento scFv2A que en las agroinfiltradas con el
scFvcontrol. Por tanto, se pudo determinar que el efecto de interferencia
del fragmento scFv2A sobre la infeccion de PPV se observé con dilucion
de PPV-GFP ODgyp=0.01 a partir de los 3 dpi. Sin embargo, a los 4 dpi
solamente se mantuvo ese efecto en las hojas agroinfiltradas con la menor
densidad de PPV-GFP (ODgyp=0.001) (Figura 30).
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PPV-GFP + scFv2A

Figura 30

Acumulacién de fluorescencia de la GFP en hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con una
suspension de AtC58/pBlscFvcontrol (izquierda) o AtC58/pBl-scFv2A (derecha) mezclados con
AtC58/pBI-PPV-GFP. La de ODs final de los fragmentos scFv corresponde a 1y la del clon PPV-
GFP a 0.1 (primera fila), 0.01 (segunda fila) y 0.001 (tercera fila). La fotos fueron tomadas a los 4 dpi.

En un trabajo reciente, con el objetivo de evaluar el efecto de un
fragmento scFv sobre la infeccion de PLRV, se coagroinfiltraron hojas de
plantas de N. tabacum con dos cultivos de Agrobacterium recombinantes,
uno de ellos portador de un vector binario con la secuencia de un scFv
especifico de la proteina P1 de PLRV y el otro de un vector con el cDNA
del virus (Nickel et al., 2008). En este caso fue suficiente agroinfiltrar el
cultivo de A. tumefaciens que lleva el clon viral en una relacion 10:1
respecto del que lleva el fragmento scFv, para observar una reduccién de
la acumulacién de la CP viral del 95%. Estos resultados concordarian con
los resultados presentados anteriormente, en los que la coagroinoculacion
del clon viral PPV-GFP en una relacién de 10:1 y 100:1 con respecto del
fragmentos scFv2A son las adecuadas para apreciar el efecto del
anticuerpo sobre la infeccion de PPV, siempre y cuando las observaciones
se realicen entre los 3 y 4 dpi.
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3.3. Efecto de la expresion transitoria de fragmentos scFv2A,
NLSscFv2A o 6K2scFv2A en la evolucion de la infeccion por PPV-
GFP

En un nuevo experimento se agroinfiltraron plantas no transgénicas
de N. benthamiana con suspensiones de AtC58/pBl-scFvcontrol o
AtC58/pBIl-scFv2A, AtC58/pBI-NLSscFv2A, AtC58/pBI-6K2scFv2A. A las
24 horas se inocularon las hojas agroinfiltradas anteriormente mediante
una nueva agroinfiltracion con un cultivo de AtC58/pBI-PPV-GFP
(ODgpo=0.01). En cada planta se agroinfiltr6 una hoja con AtC58/pBI-PPV-
GFP que se arrancé de las plantas a los 3 dpi y se tomaron fotos bajo una
lupa con luz UV. Posteriormente, se analizé la acumulacién de la CP viral
mediante ELISA-DASI en extractos de esas mismas hojas (Figura 31).
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Figura 31

En el gréfico superior andlisis ELISA-DASI con el mAb 5B de hojas de N. benthamiana no
transgénicas agroinfiltradas con AtC58/pBI-PPV-GFP (ODeo final=0.01) mezclado con cultivos de
Agrobacterium con diferentes fragmentos scFv (ODeoo final=1): AtC58/pBI-scFvcontrol (naranja), o
AtC58/pBI-scFv2A (azul) o AtC58/pBI-NLSscFv2A (verde) o AtC58/pBI-6KscFv2A (morado). Las
columnas y barras representan la media y la desviacion estandar, de tres réplicas del analisis ELISA,
para cada una de las plantas analizadas (grafico superior) y para cada uno de los tratamientos
(gréfico inferior).

Los valores de acumulacién viral para cada una de las hojas
agroinfiltradas/agroinoculadas independientemente (Figura 31) muestran
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que las que fueron agroinfiltradas con el fragmento scFv2A previamente a
la agroinoculacion con el virus, acumularon menor cantidad de virus que
las hojas agroinfiltradas con el fragmento scFv-control. Igualmente ocurrid
en algunas hojas agroinfiltradas con el fragmento NLSscFv2A, aunque en
otras el virus se acumulé a niveles similares a de las hojas control
agroinfiltradas con el fragmento scFvcontrol. En cambio, en las hojas
agroinfiltradas con el fragmento 6K2scFv2A no se pudo apreciar el efecto
del anticuerpo, ya que en todas ellas se acumuld igual cantidad de virus
que las hojas control (Figura 31).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los ensayos de
desafio descritos en el capitulo 2, en los que se constaté que las lineas A
junto con las lineas N, eran las que presentaban mayor nivel de proteccién
en los ensayos en los que la inoculacion viral se realizaba pinchado con un
cultivo de AtC58/pBI-PPV-GFP. En estos experimentos también las lineas
K no presentaron proteccién frente a la infeccion por PPV-GFP.

Con el fin de obtener mas informacion sobre la frecuencia y la
distribuciéon de los eventos de infeccidon que tienen lugar en las hojas
agroinfiltradas con el clon PPV-GFP, se tomaron fotografias de diversos
campos visuales o areas de su superficie bajo luz UV. A partir de dichas
fotografias se cuantificd el numero de foci, asi como su tamafio, en cada
una de las areas fotografiadas.

En las hojas agroinfiradas con scFv2A previamente a la
agroinoculacion con el virus, se observé que el valor medio de numero de
foci (Figura 32A) y area total fluorescente por area fotografiada (Figura
32B) fueron mucho menores comparados con los de las hojas
agroinfiltradas con el scFvcontrol. Estos resultados indicarian que el
fragmento scFv2A produjo un efecto especifico de interferencia con el
inicio o el establecimiento de la infeccion producida por PPV-GFP, puesto
gue cuando este fragmento recombinante se expresé de forma transitoria
el numero de focos de infeccion y la extensién de la misma fue menor que
cuando se expresaba un fragmento recombinante control no especifico de
PPV. Las diferencias en el tamafo promedio de los foci fueron menos
acusadas (Figura 32C), lo que indicaria que llegados a un umbral de virus
determinado, el nivel de acumulacién del fragmento scFv2A seria
insuficiente para detener la infeccion. Igualmente en las hojas
agroinfiltradas con el fragmento NLSscFv2A hubo una ligera disminucién
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del numero de foci (Figura 32A) y el area total fluorescente (Figura 32B)
con respecto a las hojas agroinfiltradas con el scFvcontrol, si bien el
tamafio promedio de los foci fue igual al de las hojas agroinfiltradas con el
scFvcontrol. Por tanto, este fragmento estaria interfiriendo también con el
establecimiento de la infeccion, aunque seria menos eficiente en controlar
su extension una vez iniciada.

@ PPV

B PPV-scFv2A
B PPV-scFvNLS
B PPV-scFv6K

n° faci/ area
fotografiada

area fluorescene / ares
fotografiada

area promedio focis

Figura 32

Resultados de la cuantificacién del nimero de foci fluorescentes (panel A) y el area fluorescente total
(panel B) y el tamafio promedio de los foci (panel C), en hojas de N. benthamiana no transgénicas
tras ser agroinfiltradas con AtC58/pBI-PPV-GFP (ODeoo final=0.01) mezclado con cultivos de
Agrobacterium con diferentes fragmentos scFv (ODeoo final=1): AtC58/pBI-scFvcontrol (naranja), o
AtC58/pBIl-scFv2A (azul) o AtC58/pBI-NLSscFv2A (verde) o AtC58/pBI-6KscFv2A (morado). El
conteo se realizé a los 3 dpi. Las columnas y barras representan la media y desviacion estandar de
12 plantas agroinfiltradas con PPV-GFP, 4 plantas con PPV-GFP-scFv2A, 4 con PPV-GFP-
NLSscFv2A 'y 4 con PPV-GFP-6KscFv2A). En cada planta se agroinfiltré/inoculd una hoja y de cada
una de las hojas se fotografiaron tres areas del mismo tamafio tomadas al azar.
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De nuevo, la expresion del fragmento 6K2scFv2A no tuvo efecto
sobre la infeccidn viral o al menos no se evidencié con este tipo de ensayo.
De hecho los valores del area total fluorescente en las hojas agroinfiltradas
con el fragmento scFv2A resultaron ser menores y significativamente
diferentes que los de las hojas agroinfiltradas con el fragmento 6K2scFv2A.

El efecto de la expresion transitoria del fragmento scFv2A sobre la
infeccién producida por el clon PPV-GFP fue confirmada en un nuevo
experimento. En dicho experimento se agroinfiltraron/agroinocularon 10
plantas de Nicotiana benthamiana, la mitad con una suspension de
AtC58/pBI-PPV-GFP  (ODg final=0.01) mezclado con AtC58/pBI-
scFvcontrol (ODgg final=1) vy la otra mitad con la mezcla de AtC58/pBI-
PPV-GFP (ODgoo final=0.01) y AfC58/pBl-scFv2A (ODggo final=1). Los
resultados ELISA-DASI mostraron que a los 3 dpi todas las hojas
agroinfiltradas con PPV+scFv2A acumularon menor cantidad de virus que
las hojas agroinfiltradas con PPV-GFP (Figura 33). En efecto, incluso
cuando la agroinfiltracién se realiz6 al mismo tiempo, la expresiéon
transitoria del fragmento scFv2A especifico de la NIb de PPV fue capaz de
interferir con la infeccion viral, haciendo que se acumulase menor cantidad
de virus en las hojas agroinoculadas, al menos los primeros dias post-
inoculacion.

PPV-GFP ~ PPV-GFP+scFv2A

Figura 33

Analisis ELISA-DASI con el Mab 5B de hojas de N. benthamiana no transgénica agroinfiltradas con
PPV-GFP o PPV-GFP mezclado con scFv2A (PPV-GFP + scFv2A) tras 3 dpi. Las columnas
punteadas representan valores individuales de cada una de las plantas, y las columnas con rayas
horizontales representan la media y error estandar de los valores de 5 plantas agroinfiltradas.
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3.4. Efecto de la expresion conjunta de diferentes fragmentos scFv
en la evolucion de la infeccion por PPV-GFP

Se ha demostrado que genes que codifican diferentes proteinas
pueden ser expresados de forma transitoria mediante agroinfiltracién con
mezclas de cultivos de Agrobacterium en la misma célula. Por ejemplo, la
produccién de un anticuerpo completo en hojas de Nicotiana tabacum
(Vaquero et al., 1999). Los genes de la cadena pesada y ligera de una Ig
son transferidos a las células de tabaco mediante agroinfiltracién por vacio
con dos cultivos independientes de A. tumefaciens, debido a la gran
multitud de eventos de transformacion que tienen lugar es posible que
haya gran numero de células que incorporen los dos genes y de esta forma
se plieguen y ensamblen moléculas de Ab funcionales en el RE de éstas
células.

Para estudiar si la expresion simultanea de las diferentes
construcciones del fragmento scFv2A interferia de forma mas eficiente con
la infeccion de PPV se realizaron nuevos experimentos en los que se
agroinfiltraron plantas de N. benthamiana con diferentes mezclas de
cultivos de Agrobacterium. En primer lugar el cultivo AtC58/pBI-PPV-GFP
(ODggo final=0.01) mezclado con el cultivo AfC58/pBl-scFvcontrol (ODggo
final=1) a dicha mezcla se la denominara PPV-GFP. En segundo lugar el
cultivo AtC58/pBI-PPV-GFP (ODegy final=0.01) mezclado los cultivos
AtC58/pBl-scFv2A (ODgoo final=0.33), AtC58/pBI-NLSscFv2A (ODggo
final=0.33) y AtC58/pBIl-6K2scFv2A (ODgqo final=0.33), a esta mezcla se la
denominara PPV-GFP+3scFvs.

En un primer experimento se utilizaron plantas de N. benthamiana
control (no transgénicas) o transgénicas de la progenie R, de la linea A3,
que expresan el fragmento scFv2A de forma constitutiva y se agroinfiltré
una hoja por planta. Las plantas no transgénicas se agroinfiltraron la mitad
con PPV-GFP y en la otra mitad con PPV-GFP+3scFvs. Las plantas
transgénicas se agroinfiltraron con PPV-GFP+3scFvs. A los tres dias se
arrancaron las hojas agroinfiltradas y se evalu6 la acumulacién viral. En las
hojas de la mayoria de las plantas transgénicas A agroinfiltradas con PPV-
GFP+3scFvs se acumulé6 menor cantidad de virus que en las hojas de
plantas no transgénicas tanto las agroinfiltradas con PPV-GFP como con
PPV-GFP+3scFvs (Figura 34). Por el contrario, en las plantas no
transgénicas se observaron diferencias en la acumulacion viral entre hojas
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agroinfiltradas con PPV-GFP+3scFvs con respecto a las agroinfiltradas
solamente con PPV-GFP.
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Figura 34

Analisis ELISA-DASI de la acumulacién viral a los 3 dpi en hojas de N. benthamiana no transgénica
(C) y transgénicas de la linea A (A), agroinfiltradas con suspensiones de AtC58/pBI-PPV-GFP (ODeoo
final=0.01) mezclado con AtC58/pBl-scFvcontrol (ODeoo final=1) (PPV-GFP) o con AtC58/pBI-
scFv2A, AtC58/pBI-NLSscFv2A y AtC58/pBI-6K2scFv2A (ODeoo final=0.33 cada uno) (PPV-GFP +
3scFv) Las columnas punteadas representan valores individuales de cada una de las plantas, las
columnas con rayas horizontales y las barras representan, respectivamente, la media y el error
estandar de 5 hojas agroinfiltradas en plantas diferentes para cada tratamiento.

Cuando se agroinfiltraron con la mezcla de los tres fragmentos scFv
plantas que ya expresaban constitutivamente el fragmento scFv2A,
existiria una doble ventaja, ya que el anticuerpo esta ya presente antes de
que el virus inicie su replicacion, y la co-agroinfiltracién del virus con
nuevas copias de fragmentos scFv aumentaria el nivel de anticuerpo
disponible para interferir con la infeccion. De esta manera se retrasa la
replicacién viral y/o se mantendria un titulo viral bajo. Este efecto, junto con
la expresion del fragmento scFv2A en toda la planta, ayuda a que la
infeccién sistémica también se vea retrasada (Figura 35).
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Figura 35

Acumulacién sistémica de GFP (15 dpi) en plantas de N. benthamiana. Paneles A: plantas no
transgénicas agroinfiltradas con suspensiones de AtC58/pBI-PPV-GFP mezclado con AtC58/pBlI-
scFvcontrol. Paneles B: plantas no transgénicas agroinfiltradas con suspensiones de AtC58/pBI-
PPV-GFP mezclado AtC58/pBIl-scFv2A, AtC58/pBI-NLSscFv2A y AtC58/pBI-6K2scFv2A. Paneles C:
planta transgénica R+ linea A3 agroinfiltrada con suspensiones de AtC58/pBI-PPV-GFP mezclado
AtC58/pBI-scFv2A, AtC58/pBI-NLSscFv2A y AtC58/pBI-6K2scFv2A

Las hojas apicales y las inmediatamente inferiores de las plantas no
transgénicas (Figura 35A y B) presentan zonas fluorescentes en toda su
superficie, ademas los peciolos y el nervio central de la 3% y 4% hoja
mostraron una intensa fluorescencia. Sin embargo, en las plantas
transgénicas A (Figura 35C) la fluorescencia aparecié en las hojas mas
jévenes mientras que en las hojas 32 y 42 casi no se observé fluorescencia
en el haz ni en el nervio central o en el peciolo.

Ademas de observar la aparicion de la fluorescencia, se valoro la
acumulacién viral mediante un andlisis ELISA-DASI en las hojas jovenes
no agroinfiltradas a los 15 dpi. De nuevo, los valores ELISA obtenidos no
mostraron que hubiera diferencias de acumulacién de virus entre plantas
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transgénicas y no transgénicas, a pesar de las diferencias observadas en
la distribucion de la fluorescencia. Para el analisis ELISA-DASI se tomaron
las dos apicales mas jovenes, tal y como se ha efectuado en la mayoria de
ensayos, incluidos los ensayos de desafio del capitulo 2, y que son las que
normalmente presentan sintomas mas evidentes de infeccion. También se
observa en la Figura 35 como ademas fueron las hojas donde mas
fluorescencia hubo, y por ello seguramente no se vieron diferencias de
acumulacioén viral. Ello pone de manifiesto como el poder visualizar
mediante la fluorescencia de la GFP la incidencia de la infeccion, permite
diferenciar comportamientos que pasarian desapercibidos con los ensayos
ELISA-DASI.

En el caso de las plantas no transgénicas la situacion es diferente, la
expresion de los scFvs y la del virus se debe producir a la vez, y es posible
que la replicacion viral sea mas rapida que el incremento del nivel de scFvs
y por tanto, no se alcance un nivel suficiente de anticuerpos a tiempo de
gue sean capaces de frenar la dispersién del virus de forma apreciable, ni
en las hojas agroinfiltradas, ni por supuesto una vez que se establece la
infeccién sistémica. Por otro lado, en la agroinfiltraciéon conjunta cada uno
de los cultivos de A. tumefaciens representa la tercera parte del total de
Agrobacterium infiltrado, ya que la ODgyp de la suspensién de
agroinfiltracidon en ningun caso puede ser superior a 1.5. Posiblemente esto
hace que el nivel de acumulacion de cada uno de los fragmentos sea
menor que cuando se agroinfiltran por separado y posiblemente sea la
causa de que no observemos un efecto sobre la infeccion ni siquiera a
nivel de hojas agroinfiltradas, que si se observé con los fragmentos scFv2A
y NLSscFv2A, cuando la agroinfiltracion se realiz6 individualmente.

Se realizé un nuevo experimento utilizando plantas transgénicas de
la progenie R3 de las lineas A3 y N11. De nuevo se agroinfiltraron hojas
con las mezclas PPV-GFP o PPV-GFP+3scFvs a las mismas condiciones
descritas en el experimento anterior. A los 3 dpi se arrancaron las hojas, se
fotografiaron y, seguidamente, se evalué en ellas la acumulacién viral. En
las plantas transgénicas de la linea A3 hubo menor acumulacion viral
comparada con de las plantas control y transgénicas de la linea N11
(Figura 36). Estas ultimas no se diferenciaron entre ellas, tampoco se
observaron diferencias entre las plantas agroinfiltradas con las mezclas
PPV-GFP o PPV-GFP+3scFvs.
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Figura 36

Andlisis ELISA-DASI de la acumulacién viral en hojas de N. benthamiana no transgénica (C) y
transgénicas R3 de las lineas A3.2 (A) y N11.5 (N) agroinfiltradas con suspensiones de AtC58/pBI-
PPV-GFP mezclado con AtC58/pBlI-scFvcontrol (PPV-GFP) o con la mezcla de AtC58/pBI-scFv2A,
AtC58/pBI-NLSscFv2A y AfC58/pBI-6K2scFv2A (PPV-GFP+3scFvs). Las barras representan la
desviacion y el error estandar de los valores de 3 hojas de plantas diferentes y agroinfiltradas
independientemente.

De nuevo, en las plantas transgénicas de la linea A3 se observo una
disminucién a la mitad del area promedio de los foci y del area total
fluorescente, y al igual que ocurri6 con la acumulacion viral esta
disminucion se produjo independientemente de los cultivos con los que se
habian agroinfiltrado las hojas (Figura 37B y C). Los valores de area total
fluorescente de las hojas de las plantas transgénicas A3.2 agroinfiltradas
con PPV-GFP+3scFvs resultaron ser significativamente diferentes de los
de las plantas control con el mismo tratamiento. No fue asi para el resto de
tratamientos. Con respecto a numero de foci el comportamiento fue
diferente, este fue menor en todas las hojas siempre que se agroinfiltradas
con la mezcla PPV-GFP+3scFvs comparado con las hojas agroinfiltradas
con PPV-GFP y esto ocurri6 tanto en plantas transgénicas como en las no
transgénicas (Figura 37A).

En cambio, no parecié que existiera un efecto de cooperaciéon entre
las diferentes versiones del fragmento scFv2A, ya que a coexpresiéon de
los fragmentos scFv2A, NLSscFV2A y 6K2scFv2A no ha representado un
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incremento de la eficacia en la interferencia con la infeccion de PPV, ni en
plantas control ni en plantas transgénicas.
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Figura 37

Numero de foci fluorescentes (panel A) y del area fluorescente total (panel B) por area fotografiada, y
por el tamafio promedio de los foci (panel C), en hojas de N. benthamiana. El conteo se realizé a los
3 dpi. C-PPV, A-PPV y N-PPV: plantas no transgénicas, transgénica de la linea A3.2 y transgénica
de la linea N11.5, respectivamente agroinfiltradas con A{C58/pBI-PPV-GFP + AfC58/pBI-scFvcontrol.
C-PPV+3scFv, A-PPV PPV+3scFv y N-PPV PPV+3scFv: plantas no transgénicas, transgénica de la
linea A3.2 y transgénica de la linea N11.5, respectivamente agroinfiltradas con AtC58/pBI-PPV-GFP
+ AtC58/pBl-scFv2A, AfC58/pBI-NLSscFv2A y AfC58/pBI-6K2scFv2A
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En cualquier caso, seria interesante comprobar si la coexpresion de
fragmentos scFv con diferente especificidad ofrece mejores resultados.
Mediante este sistema se podria evaluar la eficacia de fragmentos scFv
con diferente especificidad, de forma rapida y sencilla, comparandola con
la del fragmento scFv2A y valorar su futuro uso para transformacion
estable.
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DISCUSION GENERAL

Durante los ultimos 15 afios se han hecho grandes progresos en la
investigacion sobre la biologia de PPV (Garcia y Cambra., 2007). Los
conocimientos y herramientas generadas por dicha investigacion han sido
muy utiles para mejorar el manejo de la enfermedad de la sharka. No
obstante, y a pesar de los esfuerzos y recursos que se destinan a su
control, la sharka todavia se extiende a nuevas areas. Este hecho pone de
manifiesto que la utilizacion exclusivamente de medidas de contencion y
prevencién no es una via segura para luchar contra la enfermedad. En
realidad, junto con las medidas de control, la via mas efectiva y duradera
para luchar contra ella seria la utilizacion de variedades resistentes
(Ravelonandro et al., 2000).

En el caso de la enfermedad de la sharka, existen diversos
programas de mejora genética en marcha con el objetivo, entre otros, de
obtener nuevas variedades resistentes. Sin embargo, las técnicas
convencionales de cruzamientos genéticos se han visto obstaculizadas por
la escasez de fuentes naturales de resistencia, a la naturaleza poligénica
de los caracteres de la resistencia en los casos en los que se ha estudiado
o la incompatibilidad entre parentales (Marandel et al., 2009; Kleger et al.,
1998), ademas estas técnicas resultan muy lentas. El avance en el
desarrollo de marcadores moleculares seguramente aceleraran estos
procesos, aunque no sea una tarea ftrivial tratandose de arboles frutales
(Hurtado et al., 2002; Vilanova et al., 2003; Soriano et al., 2008). Por todo
ello, es de gran interés la exploracibn de nuevas aproximaciones
biotecnologicas basadas en la transformacion genética para generar
plantas resistentes. Estos métodos tienen la ventaja de que si el transgen
introducido tiene éxito, se pueden ser transferido a variedades de interés
agronomico, sorteando asi los problemas de incompatibilidad.

Una de las finalidades de los experimentos descritos en esta
memoria ha sido evaluar la capacidad del fragmento recombinante scFv2A
para inmunomodular o interferir con la infeccion de PPV y valorar su
posible utilizacion para producir resistencia a la enfermedad de la sharka.
Es importante tener en cuenta que el éxito de la inmunomodulacion esta
estrechamente relacionado con el epitopo que se elige como diana, con la
estabilidad y afinidad intrinsecas del anticuerpo recombinante que se utilice
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y con el compartimento celular al que vaya dirigida su expresion, y que
normalmente sera aquel en el que su antigeno ejerce su funcion.

Atendiendo a los niveles de acumulacién de los anticuerpos
recombinantes se han obtenido diversos grados de efectividad contra
infecciones virales en plantas. Por un lado, se ha demostrado con
fragmentos scFv especificos de la CP de Grapevine fanleaf virus (GFLV)
gue existe una correlacion perfecta entre el nivel de acumulacién de los
fragmentos recombinantes y el grado de proteccion que producen (Nolke et
al., 2009). No obstante, no siempre mayor acumulacion del anticuerpo se
traduce en un mejor resultado como ya se ha discutido anteriormente
(Zhang M.Y. et al., 2008), puesto que la especificidad (Prins et al., 2005)
del anticuerpo juega también un papel importante.

Dependiendo de la proteina usada como diana del anticuerpo
recombinante las estrategias de inmunomodulacién también han tenido
diferentes grados de efectividad. Cuando se han utilizado anticuerpos
recombinantes especificos de la CP los resultados han variado
obteniéndose desde resistencia muy limitada (Fecker et al., 1997) a total
inmunidad (Bajrovic et al., 2001). Otras aproximaciones se han centrado en
utilizar anticuerpos recombinantes especificos de proteinas no
estructurales, como la implicadas en la replicacién viral (Boonrod et al.,
2004; Nickel et al., 2008) y proteasas responsables de la fragmentacién de
la poliproteina (Gargouri-Bouzid et al, 2006). Estas estrategias
generalmente han proporcionado mayor resistencia y de mas amplio
espectro (Boonrod et al., 2004; Gargouri-Bouzid et al., 2006), aunque no
siempre ha sido asi y en algunas unicamente han producido menor
acumulacion viral (Nickel et al., 2008). Otras alternativas que han tenido
éxito ha sido la utilizacion de scFvs contra proteinas Vvirales
multifuncionales como la nucleocapsida de TSWYV, que esta involucrada no
solo en la transcripcion/replicacion si no también en el movimiento célula a
célula (Prins et al., 2005).

En principio, la combinacion de estos dos factores seria lo que
determinaria en cada caso particular el mayor o menor éxito de la
estrategia de inmunomodulacié. Sin embargo el resultado final unicamente
lo podemos conocer mediante la expresion en plantas del anticuerpo y su
posterior evaluacion frente al virus.
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En este trabajo se ha utilizado el fragmento scFv2A especifico de la
NIb de PPV, que presumiblemente es la proteina que lleva a cabo la
replicacion viral, aunque en este proceso intervienen muchos otros factores
tanto del virus como de la planta. La expresion del anticuerpo fue dirigida al
nucleo, citoplasma y membrana del RE que son los compartimentos
celulares en los que se acumula dicha proteina durante el proceso de
infeccion.

Los niveles de acumulacion del fragmento scFv2A en las plantas
transgénicas fueron bajos. Sin embargo, mediante diversos ensayos de
proteccién, se ha mostrado que dicho fragmento es capaz de bloquear la
infeccion de PPV. Tras la inoculaciéon con el virus, muchas de las plantas
transgénicas que expresaban las diferentes versiones del anticuerpo
recombinante no presentaron sintomas, ni acumulacion viral, mientras que
las plantas no transgénicas o las que expresaban un fragmento scFv
especifico de otro virus se infectaban en su mayoria.

Desafortunadamente, no encontramos ninguna linea transgénica en
la que todas las plantas inoculadas resultaran resistentes, ya que incluso
en las lineas en las que la mayoria de plantas se muestran resistentes, hay
algunas plantas que se infectan y acumulan virus a niveles similares a las
plantas control. Estas diferencias individuales entre plantas de la misma
linea transgénica se deben probablemente a que el combate entre el
anticuerpo y el virus esta muy igualado y muy ligeras variaciones en el
nivel de anticuerpo y/o de virus son suficientes para decantar la balanza en
uno u otro sentido. Seguramente hay multiples factores del estado
fisioldgico de cada planta individual que deben estar influyendo en el nivel
final de expresion y acumulacion del anticuerpo. Pero también hay que
tener en cuenta que los métodos experimentales de inoculacion utilizados,
especialmente la inoculacion mecanica, producen una gran variabilidad por
lo que es probable que cada planta esté recibiendo una dosis efectiva de
in6culo diferente. Ademas estos métodos experimentales de inoculacién
resultan muy agresivos y favorables al virus, ya que han de ser
suficientemente seguros para que se produzca infeccion en una mayoria
importante de las plantas control.

Seria posible pensar que en condiciones naturales de campo, donde
la infeccion de PPV se inicia con la picadura de pulgones viruliferos, que
representa una presion de indculo viral menor estimada entre 10-2,000
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copias de RNA viral (Olmos et al, 2005; Moreno et al., 2009), los
resultados de resistencia mejorasen. Estudios futuros deberian considerar
la posibilidad de realizar experimentos de proteccién frente a inoculacién
de PPV por pulgones con las lineas transgénicas que expresan los
diferentes fragmentos scFv2A. Los resultados de este tipo de experimentos
serian de gran utilidad para valorar el potencial real de una futura
aplicacion de esta tecnologia en huéspedes naturales del virus y
finalmente en condiciones naturales de campo. Actualmente la informacion
sobre este tipo de experimentos con plantas que expresan anticuerpos es
muy escasa. Unicamente se ha publicado un trabajo en el que se realizan
ensayos de desafio con pulgones en plantas de patata que expresan un
scFv especifico de la P1 de PLRV (Nickel et al., 2008).

Los resultados en conjunto indicarian que el fragmento scFv2A
expresado en el citoplasma seria la forma mas eficaz de interferir con la
infecciéon por PPV. Un mayor numero de lineas A citoplasmicas
presentaron porcentajes de infeccion significativamente menores que las
lineas control, ademas este fendmeno se observo independientemente del
meétodo de inoculacion utilizado. No obstante, dichos resultados también
indicaron que los bajos niveles de acumulacion del fragmento scFv2A seria
uno de los factores limitantes de la proteccién inducida por su expresion en
planta. Por tanto mejorar la estabilidad, y con ello la capacidad de
acumulacion en el citoplasma de las células vegetales, seguramente
redundaria en una mas eficaz proteccion frente a la infeccién viral.

Los resultados de este trabajo han demostrado la validez del
fragmento scFv2A para interferir con la infeccion del virus de la sharka. Sin
embargo, estudios futuros para mejorar la eficacia de esta estrategia
deberian profundizar en dos aspecto fundamentales.

En primer lugar, estudiar la posibilidad de mejorar la estabilidad del
anticuerpo recombinante scFv2A. Dada la gran informacién sobre
secuencias y comportamiento estructural de otros fragmentos scFv de que
se dispone en la actualidad, se podrian comparar la del scFv2A con la de
fragmentos con mayor estabilidad (Bond et al., 2005) para establecer
residuos candidatos a ser modificados, o también mediante la utilizacion de
modelos computacionales (Arcangeli et al, 2008). Posteriormente,
mediante mutaciones en dichos residuos y posterior seleccion se podria
obtener versiones mejoradas del fragmento scFv2A. En segundo lugar,
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otra caracteristica que se ha sefalado que tiene correlacion con la
capacidad de proteccién de los fragmentos scFv, y que podria ser objeto
de mejora, es la afinidad por el antigeno (Maynard et al., 2002).

Por otro lado, existe también la posibilidad de obtener fragmentos
scFv especificos de diferentes epitopos de las replicasas, por ejemplo de
secuencias muy conservadas en la mayoria de replicasas virales como la
secuencia GDD (Kamer y Argos, 1984; Koonin, 1991) que ademas resulta
imprescindible para la replicacion viral (Longstaff et al., 1993; Lohmann et
al., 1997). En este sentido Formitcheva et al. (2005) obtuvieron un
fragmento scFv que reacciona con al menos cuatro virus diferentes, entre
ellos PPV y que podria estar reconociendo dicha secuencia. Estos
fragmentos resultan una prometedora herramienta que podria generar
resistencia de amplio espectro a virus en plantas, aunque por el momento
no han sido expresados en plantas por lo que no se conoce su capacidad
de acumulacién en células vegetales, ni tampoco se ha probado su eficacia
frente a la infeccion viral.

Hasta la fecha las estrategias basadas en transformacién genética
gue mas se han explotado para la obtencién de plantas resistentes frente a
virus son las derivadas del concepto de PDR (Sanford y Johnston, 1985),
en las que se utilizan secuencias del patdégeno para generar la resistencia;
de hecho, han sido muy eficaces en la lucha contra multiples infecciones
virales en experimentos de invernadero pero también en condiciones
naturales de campo (Prins et al., 2009), incluida la causada por el virus de
la sharka (Hily et al., 2004; Malinowski et al., 2006). Generalmente esta
resistencia estda mediada por RNA y se produce por la activacion del
mecanismo de PTGS, que se considera un sistema de defensa de la planta
frente a virus (Fusaro et al., 2006; Ding et al., 2007).

Distintos datos experimentales demuestran que este tipo de
resistencia mediada por RNA requiere una alta similitud de secuencia con
el transgen para que sea operativa. Este es uno de sus principales
inconvenientes puesto que limita su aplicacion a una estrecha gama de
aislados. En este sentido las estrategias basadas en la inmunomodulacion
dirigidas contra dominios funcionales de proteinas altamente conservados
entre diferentes grupos virales podrian ofrecer una proteccion mas
generalizada (Boonrod et al., 2004; Formitcheva et al., 2005; Gargouri-
Bouziz et al., 2006).
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Por otra parte, el genoma de numerosos virus codifica proteinas que
tienen un papel fundamental en la supresion de la actividad antiviral
producida por el silenciamiento y que se denominan supresores de
silenciamiento. Se ha demostrado en algunas ocasiones que la infeccién
de plantas transgénicas que presentan resistencia inducida por
mecanismos de silenciamiento a un virus, con un nuevo virus puede llevar
a la acumulacion de RNA viral y a la pérdida de la resistencia (Mitter et al.,
2001, 2003; Savenkov y Valkonen, 2001; Hassani-Mehraban et al., 2009).
La posibilidad de la interrupcién del mecanismo de PTGS y por tanto de la
resistencia, aunque sea de forma local o transitoria, es otra de las
limitaciones que ponen en duda la utilizacion de este tipo de estrategias.

Finalmente hay que tener en cuenta que al contrario de los cultivos
herbaceos, los arboles frutales se propagan vegetativamente vy
permanecen muchos afios en el campo. Por lo tanto, la durabilidad de
cualquier tipo de resistencia basada en una unica estrategia es cuando
menos cuestionable. Por todo ello, la posibilidad de combinar los diferentes
modos de generar resistencia en un mismo individuo, como la
inmunomodulacion junto con estrategias basadas en silenciamiento, seria
una forma mas segura de conferir una resistencia que resultara eficaz a
largo plazo.

En estos ultimos afios grandes avances en la tecnologia de los
anticuerpos recombinantes han facilitado informacion y numerosas
herramientas para la obtencion de fragmentos scFv con mayor estabilidad
en ambientes no naturales para ellos como el citoplasma (Villani et al.,
2008; Philibert et al., 2007), que es el compartimento celular que se ha
demostrado mas util para interferir con las infecciones virales. Ademas, la
cada vez mas abundante informaciéon sobre secuencias, estructura y
funcién de diversas secuencia de proteinas virales, por ejemplo la aportada
por estudios sobre los requerimientos estructurales y funcionales del inicio
de la replicacion en diferentes virus de RNA (van Dijk et al., 2004), aportan
nuevas dianas susceptibles de ser utilizadas en estrategias de
inmunomodulacién. La explotacion de toda esta informacién requiere un
sistema in vivo rapido y sencillo para evaluar la eficiencia fragmentos scFv
con diferentes especificidades o de variantes estabilizadas para interferir
con las infecciones virales. En este sentido, el sistema de agroinfiltracion
de fragmentos scFv junto con la agroinoculacion del clon viral PPV-GFP
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representa un avance importante, ya que permitira ensayar de forma
mucho mas rapida diferentes estrategias de inmunomodulacion vy
seleccionar los candidatos mas eficientes para su posterior aplicacion en
trasformacion estable. Ademas, mediante este tipo de ensayos, puesto que
se realizan en planta completa, se podria determinar cuales son los
factores de la fisiologia de la planta o del ambiente que ayudan o limitan la
eficacia de la inmunomodulacién.

Por otro lado, la inmunomodulacién esta emergiendo no s6lo como
una forma de proporcionar resistencia a patdégenos sino como una
prometedora metodologia de estudio de la funcién de proteinas en general
(NOlke et al., 2006; Gahrtz y Conrad, 2009) y de la biologia de los virus en
particular (Owens et al., 2004; Nickel et al., 2009). Puede ser una
alternativa a la utilizacion de mutantes, incluso en algunas ocasiones la
inmunomodulacion es la Unica opcién cuando se quiere estudiar la funcién
de epitopos fundamentales para viabilidad viral (Vihinen-Ranta et al., 2000;
Owens et al., 2004), y resulta imprescindible para estudiar la funcion que
ejerce una proteina en diferentes compartimentos celulares. La funcion del
epitopo de la proteina NIb de PPV reconocido por el fragmento
recombinante scFv2A (Esteban, 2001) es hasta ahora desconocida,
especialmente en el nucleo. Los resultados presentados muestran como la
expresion de este fragmento en diferentes compartimentos celulares afecta
de diferente forma a la infeccion de PPV, aunque no se ha podido
determinar como ejerce esa interferencia. Estudios mas detallados a nivel
celular mediante microscopia confocal aportarian datos fundamentales
para determinar qué tipo de interferencia produce el fragmento scFv2A en
cada uno de los compartimentos celulares.

Todo ello repercutiria en una futura mejora en el disefio de
estrategias para la obtencion de plantas resistentes a virus. Entender la
biologia molecular de los virus y las funciones de las diversas proteinas
expresadas partir de sus genomas es un requisito basico para el control de
la propagacion de los virus y la elaboracion de estrategias antivirales.

Las grandes perspectivas que ofrecen las moléculas de anticuerpo
recombinantes, ampliamente exploradas en patologia animal y humana,
tanto para el andlisis de la funcion de determinados epitopos de una
proteina, como para inhibir dicha funcién, animan a profundizar en este
campo y a buscar nuevos fragmentos scFv que junto con el fragmento
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scFv2A proporcionen estrategias de inmunomodulacién capaces de frenar
o interferir con la infeccion del virus de la sharka.

144



CONCLUSIONES







Conclusiones

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis doctoral

permiten establecer las siguientes conclusiones:

Se han obtenido diferentes lineas transgénicas estables de plantas de
N. benthamiana que expresan los fragmentos de anticuerpo
recombinantes scFv2A, NLSscFv2A o 6K2scFv2A. Si bien los niveles
de acumulacién de dichos fragmentos de anticuerpo recombinantes
son bajos especialmente en el citoplasma (scFv2A) y nucleo
(NLAscFv2A). Sin embargo, mediante “western blot” indirecto se pudo
detectar su presencia en extractos de proteinas totales de plantas de
todas las lineas transgénicas.

Los fragmentos de anticuerpo recombinantes scFv2A, NLSscFv2A o
6K2scFv2A producidos en plantas transgénicas de N. benthamiana
son capaces de reconocer especificamente a la RNA replicasa NIb de
PPV.

La expresién en plantas de dichos fragmentos de anticuerpo
recombinantes interfiere con la infeccién viral disminuyendo el
porcentaje de plantas infectadas y/o retrasando la aparicion de
sintomas. Las diferentes lineas de plantas transgénicas que expresan
los fragmentos scFv2A, NLSscFv2A o 6K2scFv2A presentan
diferentes grados de protecciéon frente a la infeccion por PPV. El
grado de proteccion depende de la dosis de inéculo y el método de
inoculacion y/o inéculo utilizado.

En los ensayos de desafio mediante inoculacién mecanica del virus,
las plantas transgénicas presentan mayores niveles de proteccion a
dosis de indculo menores. Cuando se disminuyd a la mitad la dosis de
indculo utilizada en los ensayos, el numero de lineas transgénicas
que presentaron proteccién aumenté de 3 a 6, y el porcentaje de
proteccién promedio aumenté del 15% al 56%.

Las lineas de plantas transgénicas que expresan los fragmentos

scFv2A y NLSscFv2A presentan proteccion independientemente del
método de inoculacion utilizado, en cambio las lineas de plantas
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transgénicas que expresan el fragmento 6K2scFv2A presentan
proteccién Unicamente cuando se desafian mediante inoculacion
mecanica.

El sistema de expresion transitoria por agroinfiltracion mediante
jeringa resulta apropiado para valorar la estabilidad y la capacidad de
acumulacién de fragmentos de anticuerpo recombinante en células de
plantas. Es un sistema rapido y sencillo, se puede aplicar a nuevas
construcciones candidatas para la transformacion estable de plantas.
Ademas, al realizarse en plantas completas permite evaluar los
factores, tanto ambientales como de la propia planta, que afectan a
dicha capacidad.

La expresién transitoria de los fragmentos scFv2A, NLSscFv2A o
6K2scFv2A produce niveles de acumulacion detectables de todos
ellos mediante “western blot” y ELISA. Estos niveles son mayores que
los obtenidos mediante expresion estable aunque inferiores a los
esperados. Ello indicaria que la acumulacion de estos fragmentos
recombinantes esta limitado por las caracteristicas intrinsecas de su
secuencia de aminoacidos que determina su estabilidad en ambientes
reductores como citoplasma y nucleo.

La agroinoculacion del clon viral PPV-GFP junto con la agroinfiltracion
de fragmentos de anticuerpo recombinantes resulta un sistema
apropiado para la evaluacion cuantitativa de la eficacia de dichos
anticuerpos para interferir con la infeccion viral. La cuantificacion del
area total fluorescente seria el parametro mas adecuado para
determinar la eficacia de interferencia con la infeccién viral.

La expresion del fragmento scFv2A en diferentes compartimentos
celulares ha permitido establecer que el citoplasma y el nucleo son
los compartimentos mas adecuados para lograr interferir con la
infeccién viral. Ademas, para que esta interferencia logre bloquear la
infeccién tiene que producirse en estadios muy tempranos de la
misma.
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