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RESUMEN

Grapevine fanleaf es una de las mas importantes y diseminadas enfermedades de la
vid causadas por el GFLV (virus de hoja en abanico de la vid). El genoma de GFLV
estd compuesto de dos fragmentos de ARN de hebra simple de sentido positivo. El
ARN1 codifica para todas las proteinas requeridas en la replicacion y por su parte, el
ARNZ2 lo hace para proteinas requeridas en el ensamblaje y movimiento del virus.
Chile, un importante productor de vino y uva de mesa, es afectado por este
problema. Es por ello, que la deteccién de virus que infectan vides es necesaria en
programas de mejoramiento sanitario en el cual el propésito es la propagacién de
material de plantas libres de virus. En base a lo anteriormente descrito, en esta tesis
realizamos el analisis molecular de distintos aislados de GFLV, de las regiones
Metropolitana, V y VI de Chile.

Se obtuvo ARN viral, el cual fue clonado en bacterias luego de su amplificacion por
RT-PCR. Con ello se logré obtener la secuencia completa del genoma de GFLV Ch-
80 y de zonas de interés de los otros aislados. Comparaciones de las secuencias
obtenidas muestran una identidad de 90% a nivel de nucledtidos y 93% a nivel de
aminoacidos.

La proteina de cubierta viral (CP Ch-80) se clond y expresé en dos fragmentos (CP
Ch-80a y CP Ch-80B) en E.coli. Posteriormente estas proteinas se purificaron vy
utilizaron en el desarrollo de anticuerpos policlonales. Como una segunda estrategia,
se disenaron péptidos sintéticos en base a la secuencia de CP Ch-80 obtenida en
nuestro laboratorio, los cuales se inyectaron en conejos para la elaboracion de
anticuerpos policlonales contra GFLV. Se evaludé la respuesta inmune a los
anticuerpos obtenidos mediante ELISA y Western blot. Los resultados obtenidos
demuestran que los anticuerpos reconocen la proteina recombinante. Ademas se
realizaron analisis preliminares de inmunocaptura viral (IC-RT-PCR) con plantas

infectadas con GFLV los cuales reafirman estos resultados.



ABSTRACT

Grape fanleaf is one of the most important and widespread grape disease caused by
GFLV (Grapevine Fanleaf Virus). The GFLV genome is constituted by two positive
single strands RNAs. The RNA 1 encodes for all the proteins involved in replication
and RNA 2 encodes for proteins required for virus assembly and movement.

Chile, an important wine and table grape producer, is affected by this problem.
Therefore, the detection of virus that infects grapevines is needed in programs of
sanitary improvement in which the purpose is to propagate virus-free plant material.
Based on this, we analyzed molecularly the different GFLV isolates from regions V, VI
and Metropolitan of Chile.

We obtained viral RNA that was cloned in bacteria after amplification by RT-PCR. We
obtained the full genome sequence of GFLV Ch-80 and partially sequenced regions
of other Chilean isolates. Sequence comparison showed a nucleotide identity of 90%
and amino acid identity of 93%.

The coat protein (CP Ch-80) was cloned and expressed in E. coli in two fragments
(CP Ch-80a and CP Ch-80pB). Then, these proteins were purified and used to develop
polyclonal antibodies. As a second strategy, synthetic peptides designed based on
the CP Ch-80 sequence obtained in our lab, were injected into rabbits to develop
polyclonal antibodies against GFLV. The immune response of the antibodies was
evaluated by ELISA and Western blot. The results obtained showed that the
antibodies recognize the recombinant protein. In addition, preliminary analysis of
infected plants with GFLV by means of immunocapture (IC-RT-PCR) confirmed these

results.
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1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion e importancia del problema

Actualmente, la actividad fruticola en Chile constituye un motor fundamental de
crecimiento y desarrollo econémico. En general, las inversiones en el ambito
fruticola, que han sido impulsadas por los sectores publico y privado, se han
orientado principalmente a la produccién de fruta fresca para su exportacion. En el
caso de las vides, las inversiones se han extendido también a la actividad vinicola y
pisquera. Los viiledos chilenos se concentran entre la V y VIl regiones, con 52.366
hectareas destinadas a uva de mesa, 9.791 hectareas a vides pisqueras y 108.569
hectareas a vides para la produccion de vino. Las exportaciones chilenas de uva de
mesa generaron un retorno de US$ 713 millones durante el afio 2003 (ODEPA,
2004). Las empresas Vvitivinicolas nacionales exportaron el 40% de la produccion
nacional de vinos, cuyo valor super6é los US$ 524 millones en el afio 2003.
Actualmente, los vinos chilenos constituyen el 3% del total de vinos comercializados
a escala mundial. En términos globales, el negocio del cultivo de la vid significa una
entrada anual de mas de US$ 1.300 millones para nuestro pais (ODEPA, 2003)

(Tabla 1).



Tabla 1. Principales productos silvoagropecuarios de exportacion

Valor
PRODUCTOS (Miles de ddlares)
Afo 2003
Celulosa 889.607
Uvas 712.782
Vino con denominacion de origen 524.106
Manzanas 311.194
Maderas de Pino Insigne aserradas 427.892
Maderas en plaquitas 128.433
Maiz para la siembra 67.731
Papel Prensa (para periédico) 92.994
Ciruelas 72.403
Listones y molduras de madera 180.653
Peras 65.593
Kiwi 87.732
Puertas y sus marcos umbrales 76.166
Nectarines 45.167
Los demas vinos 74.319
Fuente: ODEPA. Cifras provisorias

La amplitud de la oferta nacional, en términos de la variedad de especies y la
longitud de la temporada fruticola, le permite al pais acceder, de manera ventajosa, a
los mercados internacionales. En general, el sector viticola y vinicola cuenta con el
apoyo técnico adecuado que garantiza la produccion y exportacion de uva. Sin
embargo, aun existe un potencial de mejoramiento en la productividad. El area que
presenta mayores falencias esta relacionada con la calidad en la produccién de la
fruta. Dentro de los factores que disminuyen la calidad de la uva, se encuentran las
enfermedades ocasionadas por hongos (ej: Botritis cinerea), bacterias (ej: Xylella
fastidiosa) y virus. Dentro de éstas, las infecciones virales han sido las menos
estudiadas en Chile. Las pérdidas econdémicas (5-20% de reducciéon en la
produccion) producidas por virus en vides son debidas a distintos factores: reduccion
de crecimiento, alteracion del color y sabor de las bayas, deformacion, retraso en la
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maduracion, aumento de la sensibilidad a otros patégenos y plagas, incompatibilidad
de la variedad con el portainjerto y muerte de la planta (Covarrubias, 1993).

Las infecciones virales, en general, son de mayor dificultad de control que las
causadas por otros patdgenos vegetales. El hecho de que los virus utilicen como
sistema de diseminacién a insectos, nematodos, acaros e inclusive al hombre,
permite que éstos se propaguen rapidamente en una plantacion, con los

consecuentes dafos en la planta y la reduccion en su produccion.

1.2 Virus de vides

En el cultivo de la vid, se han identificado 44 virus diferentes a nivel mundial,
pertenecientes a 5 familias y 16 géneros (Martelli y Walter, 1998). Los virus
pertenecientes al grupo de los Nepovirus son los mas diseminados y en Europa son
denominados como degenerativos (Herrera, 2001); dentro de este grupo esta el
Grapevine Fanleaf Virus (GFLV) y el Arabis Mosaic Virus (ArMV). En Norteamérica
son denominados como causantes de declinamiento: Tomato Ringspot Virus
(ToRSV) y Tobacco Ringspot Virus (TRSV) entre otros. Otro grupo de importancia lo
constituyen aquellos pertenecientes a los Closteovirus, cuyo principal representante
es Grapevine Leafroll Virus (GLRV). También se ha detectado la presencia de
Grapevine Fleck Virus (GFV), Grapevine Virus A 'y Grapevine Virus B (GVA y GVB).
Algunos de estos virus han sido reportados anteriormente en Chile, con los
consiguientes danos para la fruticultura nacional. Afortunadamente, varios de los
virus detectados en el mundo, presentan bajos porcentajes de diseminacién y sélo

merecen atencion por las repercusiones econémicas que ellos pudieran tener en el
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mediano y largo plazo. En cambio, los virus de mayor agresividad y velocidad de
propagacion como: GFLV, ArMV, ToRSV y GLRYV sin lugar a dudas merecen gran
atencion. Estos virus se transmiten facilmente a través de material vegetativo e
inciden negativamente sobre la actividad y capacidad productiva de las plantas
afectadas, por lo que el control resulta fundamental e incluye diversas medidas
complementarias, como la sanidad del material reproductivo proveniente de viveros

(Tabla 2).

Tabla 2. Virus fitopatdégenos de vides de importancia en Chile

HOSPEDERO VIRUS CLASIFICACION | NOMBRE
VIDES GFLV Nepovirus Grapevine Fanleaf Virus
GLRaVv Closterovirus Grapevine Leafroll Virus
cepas 2, 3
ToRSV Nepovirus Tomato Ringspot Virus
cepa grape yellow
TRSV Nepovirus Tobacco Ringspot Virus

Las primeras observaciones de sintomas de virus de vides en Chile fueron hechas y
reportadas por Hewitt en 1965. En 1979, Cereceda y Auger, identificaron como GFLV
a un virus causante de amarillez foliar en la variedad Cabernet Semillon.
Posteriormente, Auger y col., en 1994, estudiaron los efectos en el desarrollo y
productividad de las plantas afectadas con el virus. En la actualidad, se considera
que las principales enfermedades causadas por virus a nivel mundial estan presentes
en Chile. Asi, se han reportado GFLV (Auger y col., 1994), GLRV (Arancibia, 1988),
TomRSV (Herrera y Madariaga, 1994a), ArMV y Cherry leafroll virus (CLRV)

(Herrera, 1996; Sanchez y Hepp, 1994; Sanchez, 1995).



Las pérdidas econdmicas producidas por agentes virales en vides, principalmente
responden a la falta de madurez del fruto, determinante esencial en la calidad de la
uva exportada. En el proceso de vinificacion, los fendmenos que mas se afectan son
el tamafo del grano, la acumulacién de azucares, la disminucion de la acidez y la
formacion de aromas o compuestos volatiles y polifenoles. EI GFLV, en el que se
centran los estudios realizados en esta tesis, incide negativamente sobre la actividad
vegetativa y productiva de las plantas afectadas, aun cuando no aparezcan sintomas
visibles. En plantas asintomaticas, es decir, aquellas que probablemente posean una
baja carga viral, se ha observado una disminucion de 5% en la productividad anual
(Golino, 1993). En cambio, en las plantas que presentan sintomas de la enfermedad,
se ha observado una reduccion en la produccién promedio del 23% y una
disminucion del contenido de azucar del 5% (Digiaro y col., 1997). Las pérdidas
econdmicas aumentan si se considera que una parte de la produccion resulta
imposible de vender por efecto de la incompleta coloracién de las bayas maduras, y
por la elevada mortalidad de las plantas (Digiaro y col., 1997). Adicionalmente, se ha
comprobado que injertos realizados sobre material vegetal infectado en forma
latente, pueden desarrollar fendmenos de incompatibilidad, inclusive afios después

de realizado, con la consiguiente muerte de la planta (Golino, 1993).

1.2.1 Virus de Hoja de Abanico de la Vid (Grapevine Fanleaf Nepovirus, GFLV)
Su nombre proviene de una malformacién de las hojas, en la cual, las venas
centrales tienden a juntarse dando la tipica apariencia de abanico. En la actualidad

se encuentra distribuido a través de todo el mundo. Su impacto en la planta varia de



acuerdo al grado de tolerancia de la variedad al virus. Mientras ciertos cultivares
tolerantes bajan levemente los rendimientos, aquellos susceptibles pueden alcanzar
pérdidas de hasta 80% debido a la baja calidad del fruto y disminucién de la vida util
de la planta (Martelli, 1993). El agente causal que produce la enfermedad de GFLV
pertenece al grupo de los Nepovirus. Las particulas son esféricas de 30 nanémetros
de diametro. El genoma es bipartito, y estd compuesto de dos segmentos de ARN de
una hebra y de orientacion positiva (ARN actua directamente como mensajero). Aun
cuando el virus tiene como hospedero natural exclusivamente a plantas de Vitis sp.,
se propaga facilmente por transmisibn mecanica a hospederos herbaceos
(Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa y Nicothiana benthamiana, entre
otros).

El virus se dispersa mediante injertacion y comercializacién de plantas enfermas o
asintomaticas. También puede diseminarse por nematodos del género Xiphinema (X.
index y X. italiae). La persistencia del virus esta asociada a plantas enfermas en el
suelo, junto a los nematodos vectores (Latorre, 1992). La enfermedad se caracteriza
por manifestar tres tipos de sintomas de acuerdo a la reaccion al agente causal. El
primer sintoma denominado malformacion infecciosa, muestra hojas asimétricas con
agudas denticulaciones y severamente deformadas. Los sarmientos se presentan
ramificados, cortos y se desarrollan en forma de zigzag. El segundo sintoma es
denominado mosaico amarillo, porque las hojas toman una descoloracién amarillo
brillante. Los efectos en las hojas pueden variar desde pequenas manchas cloréticas
hasta argollas de color amarillo en la lamina de las hojas. El tercer sintoma,

denominado clarificacion de venas, se caracteriza por presentar, inicialmente,



pequefias manchas amarillas a lo largo de la vena principal de hojas maduras.
Posteriormente, se dispersan a toda el area intervenal (Figura 1). En los primeros
afos, los sintomas pasan inadvertidos, excepto por heterogeneidad en la brotacion,
especialmente en las regiones mas frias. Posteriormente, las plantas infectadas
muestran acortamiento de entrenudos, hojas pequefas, deformadas y disminuciones
de crecimiento. Bajo las condiciones de comercializacion de plantas de vides en
Chile, en que predomina la venta de plantas corrientes, y las caracteristicas de este
grupo de virus (transmision por nematodos y material de propagacion), en el futuro

podrian constituirse en un serio problema para el cultivo de la vid en Chile.

Figura 1. Fotografia de una planta infectada con GFLV
Sintomas de clarificacién de venas en hojas de vides causados por GFLV.
Foto: Guido Herrera. INIA, La Platina, Santiago de Chile.

1.2.1.1 Genoma del virus GFLV
El genoma de los dos aislados de estos virus secuenciados a la fecha (Serghini y
col., 1990; Ritzenthaler y col., 1991 y Wetzel y col., 2001), esta formado por dos

ARNs de una hebra y de sentido positivo, los que contienen una proteina (VPg) en el



extremo 5’-terminal y una cola de poli A en el extremo 3’-terminal (Pinck y col., 1988;
Martelli, 1991) (Figura 2). EI ARN1 consiste de 7.342 nucleétidos (Rizenthaler y col.,
1991; Wetzel y col., 2001) que codifican para una poliproteina de 253 kDa (P1), la
que es auto procesada, dando origen a cinco proteinas requeridas para su
replicacion, llamadas: Cofactor de Proteasa, Helicasa, VPg, Proteasa y Polimerasa.
El ARN2 de estos aislados, consiste de 3.774 nucledtidos los cuales codifican para
una poliproteina de 122 kDa (P2), que es procesada en trans por la proteasa
codificada por el ARN1, asegurando el proceso de replicacion del ARN2. Las
proteinas codificadas en el ARN2 son responsables de la encapsidacion y
movimiento del virus. Una tercera proteina estaria involucrada en la replicacién del
ARNZ2, junto con las proteinas codificadas por el ARN1, la cual es capturada por la
maquinaria de replicacion codificada en el ARN1 a través de interacciones
especificas ARN-proteina y proteina-proteina. Este proceso se ha descrito asociado
con estructuras membranosas desde su sitio de localizacion inicial en el citosol hasta
su sitio de replicacion perinuclear (Ritzenthaler y col., 2002).

Se ha descrito que existe una gran variabilidad en el genoma de GFLV (Serghini y
col., 1990; Brand y col., 1995; Esmenjaud y col., 1994; Sanchez y col., 1991). Estas
investigaciones han indicado que la variabilidad en la secuencia del genoma de
GFLV es del orden del 10% en los nucledtidos y de un 4% en la proteina. Este nivel
de variacion sugiere que el genoma de GFLV podria corresponder a una coleccion
de mutantes genéticamente diferentes (Roossinck, 1997; Schneider y Roossinck,

2000).



ARN1 (7.342 bases)

Cofactor de Proteasa Helicasa VPG Proteasa RNAPolimerasa

AAAA
VPG

ARN2 (3.774bases)

Replicaciéon Movimiento Capside
AAAA
VPG

Figura 2. Esquema del genoma de GFLV
Se muestran las dos hebras de ARN de GFLV y las proteinas que codifica cada una. Vpg: proteina
asociada al genoma viral.

1.3 Variabilidad de los genomas virales

Es sabido que aproximadamente el 80% de los virus que infectan plantas tienen un
genoma de ARN (hebra simple o doble) de orientacion positiva, que durante su
replicacion puede incorporar mutaciones en su genoma, generando variabilidad
dentro de una cepa (Garcia-Arena y col., 2001). Reportes en la literatura demuestran
que simples sustituciones de aminoacidos (por ejemplo, en la proteina de cubierta
viral), pueden afectar severamente la sintomatologia viral (Hammond y Crosslin,
1998; Shintaku y col., 1992; Szilazy y col., 1999), la especificidad del hospedero
(Hamamoto y col., 1997), la habilidad de desplazamiento del virus (Andersen y
Johansen, 1998; Sit y col., 2001) e inclusive la capacidad del virus para sobrepasar
genes de resistencia de la planta (Padget y Beachy, 1993; Weber y col., 1993). El
hecho de que mutaciones en un solo aminoacido puedan generar severas

alteraciones de la capacidad infectiva viral, pudiendo inclusive, plantas resistentes
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tornarse susceptibles a virus, justifica plenamente la necesidad de caracterizar a
nivel molecular aislados virales locales, lo que permitira disefiar estrategias mas
eficientes para el diagndstico y control viral. Cabe considerar, que los estudios mas
relevantes realizados hasta la fecha, acerca de la caracterizacion de los genomas de
estos patégenos y de su variabilidad, han sido realizados en Estados Unidos y
Europa, con aislados obtenidos en el hemisferio norte. No hay informacion referente

a la heterogeneidad gendmica de las cepas virales aisladas en Chile.

1.4 Aplicaciones biotecnoldgicas

Uno de los principales problemas que enfrenta nuestro pais, es el alto grado de
infecciones producidas por virus, bacterias y hongos que afectan a nuestras
plantaciones frutales. Lo anterior se ve agravado por la demostracion de que gran
parte de las plantas disponibles en viveros, también se encontrarian infectadas con
virus (Herrera y Madariaga, 2001). En relacién a lo anterior, un topico de gran
relevancia que se abordara en esta tesis, se relaciona con el desarrollo de sistemas
de deteccion viral. Actualmente, nuestro pais carece de entidades publicas o
privadas que cuenten con la infraestructura, capacidad técnica y financiera para
certificar o producir plantas libres de virus. A ello se agrega el alto costo y en algunos
casos, la baja sensibilidad de los sistemas de deteccion viral disponibles en el
mercado. Su alto costo se debe a que son productos biotecnoldgicos de importacion,
lo que se traduce en un desinterés de los productores de frutas en adoptar

tecnologias de deteccion viral en forma rutinaria.
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Se requiere entonces, desarrollar sistemas de diagndstico que detecten con alta
especificidad y sensibilidad las variedades chilenas del virus GFLV, para lo cual es
necesario determinar la secuencia del genoma del virus. Esto facilitara el
entendimiento de los procesos que ocurren durante la interaccion planta-virus,
generara informacion referente a la variabilidad de cepas virales presentes en el pais
y permitird implementar nuevos sistemas de deteccién de alta especificidad basados

en el acido nucleico viral.

1.5 Objetivos generales

El objetivo del trabajo de esta tesis es caracterizar la secuencia gendémica de
aislados chilenos de GFLV, expresar la proteina de cubierta (CP) viral y
posteriormente generar anticuerpos contra esta proteina que permitan en el futuro, el
desarrollo de métodos de deteccidén. Esto permitira, primero, iniciar estudios acerca
de la variabilidad de las cepas virales presentes en el pais y segundo, contribuir a

mejorar la deteccion de GFLV en Chile.

1.5.1 Objetivos especificos

1.- Analisis de muestras de tejido de vides obtenidas de las regiones: Metropolitana,
V'y VI de Chile para confirmar la infeccion con virus.

2.- Seleccion de un método de extraccion de ARN total a partir de vides infectadas.
3.- Amplificacion especifica de fragmentos virales por medio de la técnica RT-PCR

de distintas zonas del genoma viral.
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4.- Clonamiento y secuenciacion del genoma del aislado 80 (GFLV-Ch80) y de
regiones de interés de otros aislados.

5.- Obtencién de proteinas virales recombinantes en E. coli con el fin de producir
anticuerpos policlonales destinados al desarrollo de sistemas de inmunodiagnéstico.
6.- Disefo de péptidos sintéticos en base a la secuencia obtenida de aislados
chilenos de GFLV, con el fin de producir anticuerpos policlonales como estrategia

para la deteccion de variantes locales de este virus.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico

2.1.1 Muestras de vides infectadas con GFLV

Las muestras infectadas fueron gentilmente proporcionadas por el Ing. Agrénomo
Nicola Fiore, Campus Antumapu, Facultad de Agronomia, Universidad de Chile.
Estas son: aislado 80, cepa Cabernet Sauvignon, procedente de Alto Jahuel, Region
Metropolitana; aislado 133, cepa Thompson Seedless, procedente de la V Regién y
aislado 229, cepa Thompson Seedless, procedente de la VI Regidn.

Para la secuenciacion del genoma completo del virus se utilizé el aislado 80 (GFLV
Ch-80), por el hecho de presentar sintomas claros de infeccion por GFLV ademas de
ser el de mayor disponibilidad, a diferencia de los otros aislados en los que los
sintomas debido a la infeccion no eran evidentes. Sin embargo, todas las plantas
utilizadas fueron evaluadas por ELISA para confirmar la presencia del virus. Los
aislados 133 y 229 se utilizaron para secuenciar regiones de interés y para comparar
la variabilidad existente entre ellos y los aislados europeos, cuyas secuencias estan

disponibles en bases de datos.

2.1.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se trabajo con las cepas de E. coli Nova Blue y BL21 (DE3) (Novagen) las cuales se
crecieron en medio LB (Sambrook y col., 1989). Los cultivos se suplementaron con
ampicilina (LB-Amp) y/o kanamicina (LB-Kan) a una concentracion final de 100 mg/l y

50 mg/l, respectivamente.
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Para la preparacion de placas con medio solido, al medio LB se le adicioné agar
(Difco) a una concentracion final de 1.5% (p/v). Las placas se suplementaron con

concentraciones finales de X-Gal 80 mg/l, IPTG 500 mM y ampicilina 100 mg/I.

2.2 Oligonucleétidos

2.2.1 Partidores para PCR

Se disefiaron partidores especificos y degenerados basados en la secuencia de
aislados de GFLV disponibles en 1la base de datos del NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=gflv),

en publicaciones (Wetzel y col., 2001; Naraghi-Arani, P.y col., 2001; Viry y col.,
1993), asi como también en base a las secuencias obtenidas durante el desarrollo de
esta tesis, de manera de cubrir la totalidad de la zona codificante del genoma de
GFLV Ch-80 en relacion a la secuencia de aislados europeos publicados
previamente (Margis y col., 1993; Ritzenthaler y col., 1991; Serghini y col., 1990;
Wetzel y col., 2001).

Los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR varian entre 18 y 23
bases y su temperatura media de hibridacion fue calculada de acuerdo a la formula
Tm = 2(A+T) + 4(C+G), segun la cual la mayoria de los oligonucleoétidos utilizados
tiene una Tm de 56°C a 62°C. Estos fueron sintetizados por Invitrogen, en escala de

50 nmoles (Tablas 3 y 4).
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Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los partidores utilizados para amplificar genes del ARN1 de

GFLV Ch-80.

Tm: temperatura de apareamiento; Fw: partidores en sentido directo y Rv: partidores en sentido

inverso.

2. la ubicacion con el numero 1 corresponde al primer nucledtido de la zona de lectura de marco

abierto.

GFLV Ch-80 ARN1

Partidores Fw |[Secuencia del partidor (5’-3’) Tm Ubicacién (nt)?
P1626 tga aat cct ttg cga aga gt 56°C 77-94
B12A2F3 taa agc tag cga gtt gcg g 58°C 877-896
002F acc tct gct tgc tat ctt tg 58°C 1345-1365
B4A3F gct atg gtt ata gga ggc gt 60°C 1811-1831
B4E26F 1 act ggg gag ctt ttc ata cta 60°C 2306-2327
2661F gtt cag agc ctc gct tgg 58°C 3893-3909
B6A4F agg tga act ctc tga tgt cg 60°C 5409-5429
B10E25F1 taa gtc tct ttc cac tat tcc 58°C 5953-5974
Partidores Rv

001R ctt ggc agc ttc ctc ttc tt 60°C 1046-1066
B4A3R2 agt tca ata gct tca agg ga 56°C 1425-1445
A11E25R1 cct tca tcc atg gga gtg tt 60°C 3043-3063
B2A3R acg ctc tct act ttg ctt tg 58°C 3521-3541
2661R cca agc gag gct ctg aac 58°C 3893-3909
2627 agg atg gcg ggc tgce tt 62°C 4773-4789
114681R cga cat cag aga gtt cac ¢ 56°C 5412-5430
RNA1 3'R cat tcc tct gat ttg gtc cc 60°C 6615-6635
3'R2 ctg tcg cca cta aaa gca tg 60°C 7240-7260

Tabla 4. Secuencia nucleotidica de los partidores utilizados para amplificar genes del ARN2 de
GFLV Ch-80.

Tm: temperatura de apareamiento; Fw: partidores en sentido directo y Rv: partidores en sentido
inverso. Las letras en mayuscula indican las degeneraciones de los partidores.

2. la ubicacion con el numero 1 corresponde al primer nucledtido de la zona de lectura de marco
abierto.

GFLV Ch-80 ARN2

Partidores Fw |Secuencia del partidor (5’-3’) Tm [Ubicacién (nt)?
5 NW atg aaa aat ttt ggt agg ttc tt 58°C 1-23
5NC cca aga gtt tA/GA/G gaa act ca 56°C 83-103
B8repF gcc atc cgg atg ttt tee tg 58°C 165-185
M2 A/G/CtA/G gat ttt agg ctc aat gg 55°C 1318-1337
V tga tgc tta taa tcg gat aac ta 56°C 2256-2279
D2CpF gag tgc tgg gctgac ctt g 62°C 2331-2350
Partidores Rv

MO cac tct ttg ccg aat tgc ¢ 60°C 682-701
GO0 cag aat tcc ctt acc ctc tc 60°C 879-899
C5movR tcg gaa tac cat tga gcc taa 60°C 1325-1345
M4 gtA/C atc cac ttA/C/G/T tca tac tg 56°C 2151-2171
D2CpR taa gcc aat gtg gga ctg ac 60°C 2331-2350
A11CpintR ttc cca atc aac aaa tca gta a 54°C 3324-3446
C caa ggc aag tgt gtc caa a 58°C 3706-3725
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2.3 Vectores plasmidiales para clonamiento y expresion

El vector pGEM-T (Promega), es especialmente disefiado para clonar productos de
PCR debido a que posee una timidina en el extremo 5’ de cada una de las hebras en
el sitio de clonamiento lo que facilita la ligacion a segmentos de ADN obtenidos por
PCR que tienen una adenina en el extremo 3’ de cada hebra. Para la expresion de
proteinas recombinantes en E. coli se utilizaron los vectores: pET-32a (Novagen),
que permite producir proteinas recombinantes, fusionadas en el extremo amino
terminal a tioredoxina (TRX) de E. coli y a un segmento de poli histidina que facilita
su posterior purificacion; pGEX-6P-1 (Amersham Biosciences), el cual permite
producir proteinas fusionadas a glutatiéon transferasa (GST) en su extremo amino
terminal y también a un segmento de poli histidina para su purificacion por
cromatografia de afinidad. Finalmente, se utilizd el vector pET-28a (Novagen) para
proteinas fusionadas en su extremo amino terminal a una cola de 6 histidinas. Los

esquemas de estos plasmidios se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Vectores utilizados en el clonamiento y expresiéon de genes de GFLV Ch-80
Amp: gen de resistencia a ampicilina; f1 ori: origen de replicaciéon para ADN de hebra simple
proveniente del fago f1; ori: origen de replicacion; lac Z: region codificante para p-galactosidasa; lacl:
represor del operdn lac; trxA: gen de tiorredoxina A de E. coli; promotor T7 lac: promotor para T7
polimerasa; Kan: resistencia a kanamicina; GST: gen de Glutatién-S-Transferasa de E.coli.

2.4 Técnicas de biologia molecular

2.4 1 Extraccion de ARN total de vides infectadas con GFLV

Se siguio el protocolo de Chang y col., 1993, con las siguientes modificaciones: tejido
fresco de floema de Vitis vinifera se congeldé en nitrogeno liquido y se triturd en
mortero hasta obtener un polvo fino. Luego, se tomaron 100 mg de este polvo y se
incubaron con 800 pl de buffer de extraccion (CTAB 2%; PVP K40 2%; Tris HCL 100
mM (pH 8,0); EDTA 25 mM; NaCl 2 M; espermidina 0,5 mg/ml; acido ascorbico 8 mM
y B-mercaptoetanol 2%) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml a 65°C por 3 min con

agitacion vigorosa cada 1 min. Posteriormente se agrego un volumen de cloroformo:
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alcohol isoamilico (24:1), se mezcld con vortex y se centrifugd a 12.000 x g por 8 min
a temperatura ambiente. Se recuperé la fase acuosa y se repitio el proceso, luego se
agregd V2 de volumen de LiCl 10 M y se incubd toda la noche a 4°C. A la mafana
siguiente, se centrifugdé a 12.000 x g por 25 min a 4°C y la pella se resuspendi6 en
SDS al 5%. Se repitié la extraccion con cloroformo, se recuperd la fase acuosa y se
agregaron dos volumenes de etanol absoluto (en frio). Se incubd a -80°C por 45 min
para precipitar el ARN. Para recuperar el ARN, se centrifugd a 12.000 x g por 25 min
y 4°C. La pella se seco6 y se resuspendié en 50 pl de agua tratada con DEPC. Las

muestras se almacenaron a -80°C.

2.4.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN mensajero (ARNm)
mediante transcripcion reversa

Para estandarizar el protocolo se evaluaron distintas condiciones debido a que la
distribucion del virus en la planta es variable y por lo tanto no se conoce la cantidad
de ARN viral que se tiene en el ARN total extraido de floema de vides infectadas.

Se wusaron hexameros al azar y oligo(dT)s2.1s (Invitrogen) con diferentes
concentraciones de ARN total. La reaccion de transcripcion reversa se realizd con
50, 100, 150, 250 y 500 ng de ARN total. Luego de evaluar diferentes condiciones se
observo que los mejores resultados se obtuvieron segun el siguiente protocolo: se
mezclaron 50 ng de hexameros al azar, 500 ng de ARN total y se complet6é con agua
(tratada con DEPC 0,1%) hasta un volumen de 10 pl. Se llevé a 65°C por 10 min y se
colocd en hielo por 5 min. Se agregaron 10 ul de la siguiente mezcla de reacciodn:

200 unidades/ul de transcriptasa reversa M-MLV (Promega), 40 unidades/ul de
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inhibidor de ribonucleasas (RNasin, Promega), tampén RT 5X (Promega) y dNTPs 10
mM. Esta mezcla en un volumen final 20 ul se incubd a 37°C por 60 min. El ADNc
obtenido se almacend a -20°C hasta su posterior uso en una reaccion de PCR.
Todas las soluciones utilizadas en la reaccién se prepararon en agua tratada con

DEPC al 0,1% y autoclavada 2 veces consecutivas.

2.4.3 Amplificacién del ADNc de GFLV por reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) y clonamiento de los fragmentos obtenidos

La reacciéon de PCR se realiz6 mezclando los siguientes componentes: 5 uL de
tampén PCR 10X sin Mg*% 1,5 pL de MgCl, 50 mM; 4 pL de mezcla de dNTPs 10
mM; 2,5 pL de una solucién 10 uM de cada uno de los oligonucleétidos; 2 a 5 pl de
ADNc templado; 0,5 yL de Tag ADN polimerasa 5 unidades/uL (Promega) y se
completé a un volumen final de 50 yL con agua miliQ estéril. Los oligonucleétidos
utilizados como partidores se disefiaron de acuerdo a las secuencias virales a
amplificar. Luego, los tubos se incubaron en un termociclador (modelo PTC-200 MJ
Research) con el siguiente programa: una etapa inicial de desnaturacion de 5 min a
94°C; 30 ciclos de desnaturacion de 1 min a 94°C; 1 min a 54-56°C para
apareamiento y 1-2 min a 72°C para extensién. El tiempo de la etapa de extension
vario segun el tamano del fragmento a amplificar, seguido de una etapa de
elongacion durante 10 min a 72°C.

La purificacién de los productos de PCR se realizé mediante el kit Qiaquick (Qiagen)

de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante.
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244 3 RACE

Se realizé 3’ RACE (Rapid Amplification of Complementary Ends) para la obtencién
de la hebra complementaria al extremo 3’ del ARN, el cual se conoce por la literatura
que es poliadenilado. La reaccién se realizd utilizando oligo(dT)2.1s ligado a un
adaptador suministrado en el kit “RLM-RACE” (Ambion); el resto del protocolo se
siguié igual al de la reaccién de transcripcion reversa. Para realizar el PCR, se
utilizaron los partidores D2CpF (sentido directo) y 3° RACE Outer Primer (sentido
inverso, suministrado en el kit), un programa de 30 ciclos, 90 seg de extension y una
Tm de 59°C. El resto de la reaccion de PCR se siguié de acuerdo al protocolo

descrito anteriormente.

2.4.5 Analisis de ADN y ARN mediante electroforesis en geles de agarosa

Para la electroforesis de ADN y ARN se utilizaron geles de agarosa (Gibco BRL) de
una concentracion proporcional al tamafio del acido nucleico a separar (entre 0.8% y
1.5%) en tampdn Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM (pH 8,3) (TAE 1X) y una
concentracion final de bromuro de etidio 0,2 ug/ml. Para esto, las muestras se
prepararon con 1:10 de volumen de solucién de carga (azul de bromofenol 0,25%
P/V y glicerol 50% V/V en Tris 10 mM y EDTA 1 mM (pH 8,0) (TE)). Se utiliz6 como
estandar de peso molecular una mezcla de fragmentos de ADN: A DNA/Hind IIl y
®X174RF DNA/Hae Ill (Invitrogen). En el caso de digestiones preparativas para
purificar un fragmento a partir de su extraccion del gel se utiliz6 una agarosa de

mayor pureza (Seakem GTC agarose; Biowhittaker Molecular Applications).

20



2.4.6 Purificacion de fragmentos de ADN desde geles de agarosa

Para purificar ADN desde geles de agarosa, se utilizé el kit Rapid Gel Extraction
System (Omega Bioteck). Brevemente, se corté el segmento de ADN de interés
desde un gel confeccionado con agarosa de alta pureza y bajo punto de fusién. Este
trozo de agarosa que contiene el fragmento de ADN se colocé en un tubo Eppendorf

y se procedio de acuerdo al protocolo suministrado por el fabricante.

2.4.7 Digestion de ADN mediante endonucleasas de restriccion

La digestion de ADN con endonucleasas de restriccion, se realizé6 empleando para
cada enzima el tampdn de reaccion recomendado por el fabricante. Se agrego la
enzima de restriccidén en una relacién de 1 unidad/ug ADN a digerir y el volumen final
de reaccién se completé con agua bidestilada. La mezcla se incubd a 37°C por 1-4

horas y se inactivo la enzima cuando correspondié incubando 10 min a 65°C.

2.4.8 Desfosforilacion y purificacion de vectores plasmidiales

Los vectores plasmidiales previamente digeridos con endonucleasas de restriccion
se desfosforilaron para evitar su recircularizacion. Para esto se utilizd la enzima
fosfatasa alcalina de becerro (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. A
5-10 ug de ADN plasmidial previamente cortado, se agregaron 10 pl de la solucién
10X suministrada con la fosfatasa, 2 unidades de dicha enzima y agua desionizada
hasta completar 100 pl de volumen final. Esta mezcla se incubd durante 1 hora a
37°C. Posteriormente la enzima se inactivdo agregando EDTA a una concentracién

final de 10 mM y se incubd por 15 min a 75°C. Finalmente, se procedié a realizar una
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extraccion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1 y una
extracciéon con cloroformo/alcohol isoamilico en proporcion 24:1. EI ADN se precipitd
a -20°C toda la noche con 1/10 volumen de acetato de sodio 3 M y 2,5 volumenes de

etanol absoluto.

2.4.9 Ligacion de un fragmento de ADN a un vector plasmidial

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR o extraidos desde geles de agarosa,
se ligaron a los vectores en una relacion molar de 1:10 de vector a fragmento. En un
tubo se mezclaron 5 ul de tampdn 2X (Promega), 10-55 ng de vector, la cantidad
necesaria del fragmento de ADN para obtener la razén molar indicada y 1 ul de la
enzima ADN ligasa del fago T4 (Promega). Se complet6 hasta 10 pl finales con agua
bidestilada. La mezcla se incubd toda la noche a 4°C. El producto de ligacion se usé

para transformar células competentes de E. coli.

2.4.10 Preparacion de células competentes de E. coli

Células de E. coli (Novablue y BL21 (DE3)) se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB)
(5 g/l de triptona; 10 g/l de extracto de levadura (Difco Laboratories) y 10 g/l de NaCl,
esterilizado en autoclave). Inicialmente se preparé un inéculo de bacterias en 5 ml de
medio LB que se incubd toda la noche a 37°C con agitacion (200 rpm). Al dia
siguiente, estas bacterias se agregaron a 500 ml de medio LB y se incubd
aproximadamente por 2 horas hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm de 0,6-
0,8. El cultivo se centrifugé a 3.500 rpm durante 10 min a 4°C y las células se

resuspendieron en 250 ml de NaCl 10 mM frio. Se volvié a centrifugar y resuspender
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las células en 250 ml de CaCl, 75 mM frio. Se dejé en hielo durante 30 min y se
volvié a centrifugar resuspendiendo las células en 15 ml de CaCl, 75 mM frio. Para
aumentar la eficiencia de transformacion las células se dejaron 3 horas en hielo en
presencia de 14% de glicerol estéril, se congelaron en mezcla de hielo seco-etanol y
se almacenaron a -80°C (BioFreezer Forma Scientific) hasta su uso (Sambrook y
col., 1989). Todo el proceso de preparaciéon se realizé bajo campana de flujo laminar

para mantener la esterilidad.

2.4.11 Transformacion de células competentes de E. coli

Luego de descongelar las células competentes en hielo se tomaron 100 pl y se
agregaron a un tubo Eppendorf junto con la mezcla de ligacién o el plasmidio a
introducir en la bacteria. La mezcla se incub6 sobre hielo por 30 min, luego se
sometié a un shock térmico a 42°C por 1 min y nuevamente se incub6 en hielo por 2
min. A continuacién se agregaron 900 ul de medio SOC y se incubd en un agitador a
37°C y 200 rpm durante 60-90 min. Posteriormente se centrifugd por 1 min a 2.500 x
g, se descartd el sobrenadante y la pella se resuspendié en 200 ul de medio SOC.
Esta suspension se sembré sobre placas de agar Luria que contienen ampicilina y/o
kanamicina como antibiético. En el caso del vector pGEM-T, se realizé una seleccion
por a-complementacion agregando X-GAL e IPTG. Estas placas se incubaron

durante toda la noche a 37°C.
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2.4.12 Purificacion de ADN plasmidial

Para la extraccion plasmidial desde células bacterianas, se comenzé con 2-5 ml de
cultivo bacteriano crecido toda la noche (8-10 horas con agitacion a 37°C). El cultivo
se centrifugd a 5.000 x g por 1-2 min para obtener una pella concentrada de
bacterias. A partir de esta pella se obtiene el ADN plasmidial siguiendo el protocolo

suministrado por el fabricante del kit (Qiaprep Spin Miniprep Kit, Qiagen).

2.4.13 Secuenciacion de ADN

Las muestras purificadas de ADN se secuenciaron segun el método de Sanger
modificado (Sanger y col., 1977). Se utilizé el kit comercial Bigdye 2.0 (Perkin Elmer)
y el secuenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic Analizer (Applied Biosystems).
Se utilizaron partidores especificos para las secuencias de los vectores que
flanquean el inserto como los partidores M13 (sentido) y M13 (antisentido) propios
del vector pGEM-T. En algunas ocasiones se utilizaron también los partidores

propios de cada gen.

2.4.14 Analisis de secuencias

Para su analisis, las secuencias fueron alineadas, ensambladas y revisadas con el
software Vector NTI suite 7.0 (Invitrogen) de manera de cubrir la totalidad de la zona
codificante del genoma viral en relacién a las secuencias disponibles en internet. La
comparacion de las secuencias con la base de datos del NCBI se realizé mediante el
algoritmo BLASTX (compara la secuencia nucleotidica traducida en sus seis marcos

de lectura contra una base de datos de proteinas) para cada unos de los genes. Los
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alineamientos multiples a nivel de secuencias aminoacidicas se realizaron mediante

el software Multalin obtenido del sitio Web del INRA (Instituto Nacional de

Investigacion Agronémica de Francia; http://prodes. toulouse.inra.fr/multalin/ ).

2.5 Clonamiento de la region codificante de la proteina de cubierta del
aislado GFLV Ch-80

La regién de ADN codificante para la proteina de cubierta (CP Ch-80) se amplific
por PCR utilizando partidores disefiados para este objetivo y como templado el ADNc
obtenido en la reaccion de transcripcion reversa. En la regién 5’ de cada partidor se
incorporaron sitios de restriccion con el fin de orientar el clonamiento en el vector de
expresion. De la misma manera se disefaron partidores para el clonamiento de la

proteina dividida en dos fragmentos (CP Ch-80a y Cp Ch-80; Tabla 5).

Tabla 5. Secuencias nucleotidicas de los partidores utilizados para el clonamiento de CP Ch-80
en vectores de expresion bacteriana

Se muestran las secuencias de los partidores para la proteina de cubierta recombinante (CP Ch-80)
con los sitios de restriccidon para ser clonado en los diferentes vectores de expresion.

Partidor Secuencia del partidor (5'-3") Sitio de | Vector de
Restriccion| Expresion
CP80R1 |caa gcg gcc gec tag act ggg aag ctg gtt ¢ Not | pGEX-6P-1
pET-32a
CP80F1 |tac cca tgg gcg gat tag ctg gta gag gag t Nco | pET-32a
CP80F2 |ctg gga tcc gga tta gct ggt aga gga gt Bam HI pPGEX-6P-1
CP80intF |cgc gga tcc atc ttc tat agt att gtt tta tgg Bam HI pGEX-6P-1
pET-32a
pET-28a
CP80intR |att gcg gcc gec tac cat aaa aca ata cta tag aag at Not | pGEX-6P-1
pET-32a
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El fragmento se amplific6 con un programa donde las condiciones de amplificacion
fueron: 3 min a 94°C, seguidos por 29 ciclos de 1 min de desnaturacién a 94°C, 1
min de sintesis a 58°C, 90 seg de extension a 72°C y como paso final 10 min de
elongacion a 72°C. El fragmento amplificado se purificé utilizando el kit purificacion
de PCR Qiaquick (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

El fragmento se clondé en pGEM-T de acuerdo a lo descrito por Promega, luego se
liber6 mediante digestion con las enzimas de restriccion correspondientes, que
también se utilizaron para digerir los vectores de expresion. El inserto se purificd y se
ligd a los vectores de expresion de acuerdo a lo descrito anteriormente, con lo cual
se transformé la cepa Nova Blue de E. coli (Novagen). Se seleccionaron colonias y
se crecieron en 5 ml de medio LB-Amp para realizar la extraccion del ADN plasmidial
(Qiagen) y verificar la presencia del inserto mediante andlisis de restriccion. Los
plasmidios recombinantes obtenidos se utilizaron para transformar la cepa de

expresion BL21 (DE3; Novagen).

2.6 Expresion de la proteina de cubierta CP Ch-80 en E. coli

La proteina de cubierta del aislado GFLV Ch-80 se expreso6 en células E.coli BL21
(DE3), para lo cual 50 ml de medio LB-Amp se inocularon con cultivo bacteriano
fresco al 0,5% correspondiente a cada clon. La mezcla se incubé a 37°C con una
agitacion de 250 rpm hasta alcanzar una D.O. de 0.5-0.7 a una longitud de onda de
600 nm. Cuando se alcanz6 esta lectura, se agregé el inductor IPTG a una
concentracion final de 1 mM. Se continud con agitacion durante un tiempo de 1 a 3

horas. Para evaluar la cinética de inducciéon, se tomaron muestras de 1 ml antes de
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agregar el inductor y cada hora posterior a la induccidén hasta completar 3 horas. Una
vez que se recolectaron todas las muestras a analizar, estas se centrifugaron por 3
min a 5.000 x g. La pella de bacterias obtenida se resuspendié en 200 ul de PBS 1X
con PMSF 1 mM y se sonicdé con 3 pulsos de 15 seg cada uno. Los extractos
obtenidos se centrifugaron por 10 min a 15.000 x g y 4°C con el fin de separar la
fraccidn proteica soluble de la insoluble. Ambas fracciones se analizaron en un gel de

poliacrilamida al 12,5% en condiciones desnaturantes.

2.7 Purificacién de la proteina recombinante CP Ch-80

2.7.1 Columna de afinidad Ni-agarosa

Los 45 ml de cultivo bacteriano restante del estudio de la cinética de induccion, se
centrifugaron por 10 min a 5.000 x g. La pella bacteriana obtenida se resuspendid en
4 ml de PBS 1X con PMSF 1mM y se sonicé con 3 pulsos de 1 min cada uno. Los
extractos obtenidos se centrifugaron por 15 min a 15.000 x g y 4°C con el fin de
separar la fracciéon proteica soluble de la insoluble. El contenido proteico de la
fraccion soluble se cuantificd utilizando el kit Micro BCA (Pierce). Cuando la proteina
recombinante se obtuvo en la fraccidon insoluble, se determiné su solubilidad en
soluciones crecientes de urea (1-8 M). Para esto se resuspendi6 en paralelo la pella
correspondiente a 200 ul del producto sonicado con 1 ml de una solucidon con
cantidades crecientes de urea 1-8 M en Tris 50 mM (pH 8,0). Se centrifugaron y se
cargaron 20 pl del sobrenadante en geles de poliacrilamida al 12,5% en condiciones
desnaturantes para verificar la solubilidad. Las proteinas recombinantes solubilizadas

en urea se purificaron utilizando la resina de niquel agarosa Ni-NTA His-Bind
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(Novagen) segun las indicaciones entregadas por el fabricante. Esta resina tiene alta
afinidad por un segmento de polihistidina presente en la proteina de fusién. La
proteina insoluble se mantuvo durante todo el proceso de purificacion en presencia
de la cantidad de urea necesaria para mantenerla soluble. Las proteinas fueron

eluidas de la columna con concentraciones crecientes de imidazol (20-500 mM).

2.7.2 Lavados con urea y solubilizacién con SDS

Este proceso se realizé en el caso del clonamiento de la proteina CP Ch-80 cuando
esta no se solubilizo en urea. El método se basé en hacer lavados sucesivos con
urea en distintas concentraciones para arrastrar todas las proteinas solubles y dejar
la proteina de interés libre de contaminacion con otras proteinas. De la misma
manera que en el punto anterior, los 45 ml de cultivo bacteriano restante del estudio
de la cinética de induccién, se centrifugaron por 10 min a 5.000 x g. La pella
bacteriana obtenida se resuspendié en 4 ml de PBS 1X con PMSF 1mM y se sonicé
con 3 pulsos de 1 min cada uno. Los extractos obtenidos se centrifugaron por 15 min
a 15.000 x g y 4°C con el fin de separar la fraccion proteica soluble de la insoluble.
Se descarté el sobrenadante y se realizaron lavados sucesivos de la pella con
soluciones: NaCl 1 M; Urea 2-6 M; Tris 50 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM, para terminar
con la solubilizaciéon en una solucion Tris 50 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM y SDS 0,3-
1%. En esta ultima etapa las muestras se calentaron a 70°C en bafo maria, se
enfriaron y centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min, con repeticién de dos veces

cada solucién. Se colectaron alicuotas en cada etapa del proceso para cargarlas en
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gel de poliacrilamida 12,5% en condiciones desnaturantes y analizar la solubilidad de

la proteina de interés.

2.8 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes

Las muestras proteicas a analizar se diluyeron en 1 volumen de solucion de carga
(Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8); glicerol 10%; SDS 3%; azul de bromofenol 0,00125%; B-
mercaptoetanol 5%) y fueron hervidas por 5 min. Se cargaron en gel de
poliacrilamida al 12,5%. Los geles de poliacrilamida-SDS se realizaron con una
porcion concentradora (Tris-HCI 0,5M (pH 6,8); SDS 0,4%; bis-acrilamida 4,5%;
TEMED 0,3%; PSA 0,3%) y una separadora (Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8); SDS 0,4%; bis-
acrilamida 12,5%; TEMED 0,3%; PSA 0,3%). La solucién de corrida del gel
correspondié a tris-glicina (tris-base 25 mM; glicina 190 mM; SDS 0,1%). La
electroforesis se realizé a un voltaje constante de 100 volts hasta que el frente de
corrida cayo del gel, aproximadamente 2 horas. Como referencia se cargd también
un estandar de proteinas pretefiido (Benchmark ladder, Invitrogen). Posteriormente,
el gel se incubo en solucion de tincion (acido acético glacial 10%; metanol 45%; azul
de coomassie 0,25%) durante 20-30 min con agitacién. Luego se elimind el exceso
de colorante mediante lavados sucesivos en solucién de destefido (acido acético

glacial 10% y metanol 45%).
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2.9 Obtencion de anticuerpos policlonales

2.9.1 Inmunizacion de conejos con la proteina recombinante y obtencion de
anticuerpos policlonales

Los conejos se inyectaron intramuscularmente con aproximadamente 300-500 ug de
proteina en 200 ul de una emulsion con adyuvante de Freund en proporcion 1:1. Esta
cantidad de proteina se obtuvo al cortar la banda desde geles de poliacilamida al
12,5%. La primera inmunizacion se realizdé con adyuvante de Freund completo y los
refuerzos cada 15 dias se realizaron con adyuvante de Freund incompleto. La
sangria se realizd6 10 dias después de la quinta inmunizacién y se evalud la
produccion de anticuerpos contra la proteina recombinante en el suero del conejo
mediante ELISA y Western Blot. El procedimiento para la obtencion de anticuerpos

policlonales fue realizado en colaboracién con Juani Bustamante, BiosChile IGSA.

2.9.2 Preparacién de anticuerpos policlonales mediante el uso de péptidos sintéticos

Los anticuerpos policlonales obtenidos con péptidos sintéticos (Peptide, INC, USA)
se desarrollaron en colaboracion con Juana Bustamante, BiosChile IGSA. Para esto,
primero fue necesario realizar el acoplamiento de los péptidos a una proteina
transportadora. Esto se realiz6 por el método de glutaraldehido, segun el cual se
tomaron 800 ug de transportador (hemocianina de loco, Concholepas concholepas,
Biosonda) y se disolvieron en 800 ul de solucion citrato de sodio 0,05 M (pH 6,5).
Luego se tomaron 800 pg de cada mezcla de péptidos, previamente disueltos en 800
gl de la misma solucién. Se mezclaron ambos volumenes y se agrego glutaraldehido

grado microscopia electronica a una concentracion final de 0,1%. Se incubd por una
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hora a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se realizé una dialisis en
membrana con tamafio de poro 14 kDa, previamente hervida en agua destilada por 5
min. Se hicieron 5 cambios de 500 ml con una solucion PBS 1X cada una hora. Las
muestras se congelaron a -20°C.

Se inyectd en conejos una mezcla de los péptidos acoplados al transportador en
cinco dosis de 250 ug cada una. Las dosis se suministraron cada 14 dias, luego de la
tercera dosis se evalud el titulo en suero contra péptidos acoplados a seroalbumina
de bovino (BSA) por ELISA y luego de la quinta dosis se sangraron los conejos y se
evalué nuevamente el titulo mediante ELISA y Western Blot utilizando una fraccién
de la proteina recombinante purificada como antigeno.

En la Tabla 6 se muestra la secuencia de los péptidos seleccionados y su ubicacion

en la proteina.

Tabla 6. Secuencia aminoacidica de los péptidos sintéticos disefiados para el desarrollo de
anticuerpos policlonales anti GFLV Ch-80

Péptido Secuencia Largo Ubicacién(aa)
FLA1 KIRSPYHRTPAR 12 aa 279-293
FL2 PKDCQANRY 9 aa 10-19
FL3 REEIEIGSRFFK 12aa 359-371
FL4 DAYNRITSRITK 12 aa 71-81
FL5 QWSLNTEFGKSS 12 aa 405-416
FL6 DWNELFKYPG 10 aa 260-269

2.9.3 Andlisis de la respuesta inmune mediante ELISA

Placas de 96 pocillos de fondo plano se recubrieron con un bioadhesivo obtenido de
la cholga Aulacomya ater (Burzio y col., 2000). A cada pocillo se agregaron 50 ul de
una soluciéon con 3 pg/ul de adhesivo y se incubd durante 30 min a temperatura
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ambiente. Después de eliminar esta solucion la placa se secod durante 30 min a
37°C. Para activar la placa, a cada pocillo se agregaron 50 ul de una suspension con
10 upg/ul de proteina recombinante en PBS y se incubé toda la noche a 4°C. Los
sitios inespecificos se bloquearon agregando 350 pl de solucién de bloqueo
(caseina-sacarosa al 2% en PBS), e incubando por 1 hora a 4°C. Posteriormente la
placa se seco durante 1 hora a 37°C. Se agregaron 50 ul de los sueros a analizar en
diluciones seriadas desde 1:4 hasta 1:36, en solucién de bloqueo. La placa se
incubd durante 3 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C vy
posteriormente los pocillos se lavaron con Tween 20 al 0,02% en PBS tres veces
durante 5 min cada vez. A continuacion a cada pocillo se agregaron 50 ul de un
anticuerpo monoclonal anti-lgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina
desarrollado en cabra (KPL) al 0,1% en solucion de bloqueo. La mezcla se incubo
durante 30 min a temperatura ambiente. Luego de lavar tres veces por 5 min con
Tween 20 al 0,02% en PBS, se agreg6 a las placas 50 pl de solucion FAL (NaCl 100
mM; MgCl, 5 mM; Tris 100 mM (pH 9,5)) en presencia de 1 mg/ml del sustrato para-
nitrofenilfosfato (p-NPP). Las placas se incubaron durante 30 min a 37°C vy la
reaccion enzimatica se detuvo agregando 50 yl de NaOH 3 N en cada pocillo. La
absorbancia se determin6 en un lector de placas de ELISA de 96 pocillos (Titertek
Multiskan Plus MK II) con un filtro de 405 nm.

Para el analisis de muestras de vides infectadas se utilizaron kits comerciales de
ELISA (Agritest), de manera de descartar la infeccién por otros virus distintos a
GFLV. Este trabajo se realizé en colaboracion con el Ing. Agronomo Nicola Fiore,

Facultad de Agronomia, Universidad de Chile.
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2.9.4 Analisis de anticuerpos mediante Western blot

Las proteinas a analizar se sometieron a una electroforesis en condiciones
desnaturantes en un gel de poliacrilamida al 12,5% y luego se electrotransfirieron a
una membrana de nitrocelulosa (100 volts por 60 minutos en frio) en tampén de
transferencia (Tris-base 25 mM; glicina 190 mM; SDS 0,1% (pH 8,0) y metanol al
20%). La membrana se bloqueé con leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 al
0,02% durante 1 hora. Luego se incubd con el primer anticuerpo (policlonal) diluido
1:300 en una solucién con leche descremada al 5%, TBS-Tween 20 al 0,02% vy la
mezcla se incubd durante 90 min a temperatura ambiente con agitacién. Luego se
lavé 3 veces durante 10-15 min cada una con TBS-Tween 20 al 0,02% y agitacion. A
continuacién se incub6é por una hora a temperatura ambiente con el segundo
anticuerpo (anti-IgG de conejo diluido 1:2.000, en leche descremada al 2,5%, TBS-
Tween al 0,01%) conjugado a la enzima fosfatasa alcalina. Se lavdé nuevamente 3
veces. Para el revelado, las membranas se sumergieron en una solucién tampon con
33 ul de BCIP (50 mg/ml) y 66 ul de NBT (50 mg/ml) en tampdn FAL, hasta la
aparicion de las bandas, luego se sumergieron en tampon de detencion (EDTA 2

mM, Tris 20 mM (pH 7,4)) y las membranas se lavaron con agua destilada.
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3. RESULTADOS

3.1 Analisis de muestras de tejido de vides infectadas con GFLV

Luego de analizar mediante ELISA, las muestras de vides infectadas provenientes de
las regiones: Metropolitana, V y VI de Chile de acuerdo a lo descrito en Materiales y
Métodos, se confirmé la presencia de GFLV y se descart6 la infeccion por los virus:
Grapevine Leafroll-associated Virus 1, 2 y 3 (GLRaV-1, 2, 3), Grapevine Virus A
(GVA), Grapevine Virus B (GVB), Grapevine Fleck Virus (GFkV), Arabis Mosaic Virus
(ArMV), Strawberry Latent Ringspot Virus (SLRSV) y Tomato Ringspot Virus
(ToRSV), los cuales en condiciones naturales, pueden coexistir en la planta
infectando distintos tipos de tejidos segun el tipo de virus. Plantas de Vitis vinifera
resultan susceptibles a estos virus, no existiendo por lo tanto resistencia natural a la
infeccidn por estos patdégenos. Los resultados indicaron que las plantas posiblemente
estaban infectadas sélo con GFLV para ser utilizadas como material de inicio en la
extraccion de ARN total. En la Figura 4 se muestra una planta infectada con el
aislado chileno GFLV Ch-80 con claros sintomas de la infeccion. Por su agresividad,
evidenciada en el fenotipo de las plantas infectadas, GFLV Ch-80 se seleccioné para

secuenciar completamente su genoma durante el desarrollo de este trabajo de tesis.
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Figura 4. Fotografia de una planta infectada con GFLV Ch-80
Se evidencian sintomas de mosaico amarillo en la lamina de las hojas.
Fotografia: Esteban Engel.

3.2 Extraccion de ARN total de vides infectadas con GFLV

El ARN total se purifico segun lo descrito en Materiales y Métodos desde dos tipos de
tejido: hoja y floema. El protocolo seleccionado incluy6 agentes que permiten evitar la
oxidacion de compuestos fendlicos y la contaminacién con polisacaridos, permitiendo
la obtencion de ARN puro. La pureza, medida a través de la razon Abs,go/Abs,gp, fue
del orden de 1,7 en todos los casos (datos no mostrados). EI ARN total obtenido de
tejido enriquecido en floema mostrd6 menor degradacidon que el de hoja,
probablemente debido a que el material de hoja presenté manchas necréticas lo cual
interfiere en la obtencion de un ARN integro (Figura 5). EI ARN de floema de vides

infectadas con GFLV se utiliz6 como material de inicio en los experimentos de RT-

PCR.
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kb Std 1 2

<55

Figura 5. Analisis de ARN total mediante electroforesis en gel de agarosa
1: ARN total purificado a partir de floema. 2: ARN total purificado a partir de hoja. Std: estandar de
ARN en kilobases (kb). Gel es al 1,5 % y es tefido con bromuro de etidio.

3.3 Preparacion y clonamiento de ADNc viral

3.3.1 RT-PCR

Con el objeto de obtener ADNc para ser utilizado como templado en la amplificacion
por PCR de distintos fragmentos del genoma de GFLV, se evaluaron distintas
condiciones para optimizar el protocolo de transcripcion reversa a partir de ARN total
de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos. Como resultado de este estudio,
para la sintesis de ADNc se usaron hexameros al azar y 500 ng de ARN total.

En un paso siguiente se disefiaron partidores (especificos y degenerados) para
amplificar distintas zonas del genoma de GFLV Ch-80 basados en las secuencias de
un aislado francés F13 (Serghini y col., 1990 y Ritzenthaler y col., 1991) y un aislado

aleman NW (Wetzel y col., 2001). Estos partidores se utilizaron para amplificar, por
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PCR, fragmentos del genoma de GFLV, usando como templado el ADNc de GFLV
Ch-80, lo que permitié secuenciar una parte de éste.

La estructura y organizacién del genoma de los nepovirus estad descrita en la
literatura (Matthew’s, 2002). Basandonos en esta informacion y debido a que uno de
nuestros objetivos consistid en secuenciar el genoma completo de GFLV Ch-80, se
utilizaron técnicas que permitieran secuenciar desde los extremos 5 y 3° UTRs. Se
realizd 3 RACE usando oligo(dT)2.1s, Ya que el genoma de estos virus es
poliadenilado en su extremo 3’ UTR. Para el extremo 5 se diseiid un partidor
degenerado (5’NW) tomando la secuencia desde el nucledtido 1 de la zona
codificante del aislado aleman (NW) (Wetzel y col.,, 2001). Con las secuencias
obtenidas, posteriormente se disefiaron partidores especificos (Materiales y Métodos,
Tablas 3 y 4) de manera de cubrir la zona codificante del genoma de GFLV Ch-80.
Los fragmentos obtenidos por la reaccion de PCR con estos partidores fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa para confirmar el tamafio esperado
para cada uno de los fragmentos (Figuras 6 y 7). Luego fueron clonados en el vector
pGEM-T y secuenciados para su posterior ensamblaje tanto para el caso del ARN2
como del ARN1. La decision de clonar antes de secuenciar los fragmentos nos
permitira mantener la genoteca para posteriores trabajos de investigacion en el
laboratorio.

Finalmente, se obtuvieron las secuencias del ARN1 y ARN2 de GFLV Ch-80 las
cuales cubren la totalidad de la zona codificante desde el ATG correspondiente al

codoén de inicio hasta el coddn de término.
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Figura 6. Amplificacion de fragmentos del ARN2 de GFLV Ch-80 mediante RT-PCR

Esquema de los fragmentos amplificados del ARN2 de GFLV Ch-80 utilizando partidores especificos
(flechas negras) (A) y separacion de los fragmentos por electroforesis en geles de agarosa 1,5% (B).
Se muestran los productos de RT-PCR clonados en el vector pGEM-T. ®: banda de 1044 pb; ®: 899
pb; ®: 2088 pb; ® : 1469 pb; ®: 816 pb y ®:853 pb. Std: estandar de ADN en pares de bases (pb).
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Figura 7. Amplificaciéon de fragmentos del ARN1 de GFLV Ch-80 mediante RT-PCR

Esquema de los fragmentos amplificados del ARN1 de GFLV Ch-80 utilizando partidores especificos
(flechas negras) (A) y separacion de los fragmentos por electroforesis en geles de agarosa 1,5% (B).
Se muestran los productos de RT-PCR clonados en el vector pGEM-T. ®: banda de 989 pb; ®:1537
pb;© : 896 pb; ® : 2564 pb; ®: 568 pb; ® : 682 pb; ®:1730 pb y © :1851 pb. Std: estandar de ADN en
pares de bases (pb).

3.4 Secuenciacion del genoma viral

Los clones recombinantes obtenidos en la genoteca se secuenciaron en ambas
direcciones de tal manera que se pudo confirmar en forma certera la secuencia de
los fragmentos clonados. Los fragmentos secuenciados se ensamblaron usando el
programa Vector NTI suite 7.0 (Invitrogen) el cual ensambla por sobrelapamiento de

bases. En nuestro caso este procedimiento se realizd con una restriccion de
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identidad de 15 nucledtidos en los extremos de cada una de las secuencias
sobrelapadas.

Las secuencias ensambladas corresponden a un marco de lectura abierto de 6.854
nucledtidos para el ARN1 y 3.324 nucledtidos para el ARN2, codificantes para las
poliproteinas virales P1y P2, respectivamente.

En la secuencia del ARN2 esta contenida la region codificante para la proteina de
cubierta viral (CP Ch-80) cuyo tamafo es de 1.515 nucleétidos, con un peso
molecular tedrico de 56 kDa, siendo ésta uno de nuestros objetivos de estudio.

El gen de la proteina CP Ch-80 fue clonado en dos mitades (CP Ch-80a y CP Ch-
80B) y las proteinas se expresaron en E. coli (BL21 (DE3)), para lo cual su secuencia
fue previamente confirmada en perfecto marco de lectura y en el tamafio esperado.
La secuencia de CP Ch-80 también se utilizd en la seleccion de péptidos de 9-12
aminoacidos de largo en las zonas de mayor hidrofilicidad (Tabla 6), con la idea de
fabricar péptidos sintéticos, los cuales junto con las proteinas recombinantes (CP Ch-
80a y CP Ch-80pB) se utilizaron en la produccion de anticuerpos policlonales.

En la Figura 8 se presentan las secuencias del gen y de la proteina de CP Ch-80 en
nucledtidos y aminoacidos, respectivamente; asi como también los péptidos

seleccionados.
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5’ ggattagctggtagaggagtggtctatatcccaaaggattgccaggcaaataggtacttg
G L A G R GV YV ¥ I P K D C QA ANUR Y L
ggcaccctgaacatacgtgatatgatttcagactttaagggtgtccagtatgaaaagtgg
G T L. N I R DM I S D F K GV Q Y E K W
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I T A G L VvV M P T F K V vV V R L P A N A
ttcactggattgacgtgggtgatgagctttgatgcctataaccggataactagtagaatc
F T G L. T W V M S F D A Y N R I T S R I
actgctagtgcagatcctgtatacaccctgtcagtcccacattggcttatccaccataag
T A S A D PV Y T L S V P HW L I H H K
ttgggcacgttttcatgtgaaatagactatggagaattgtgtggtcatgctatgtggttt
L 66 T  F s C E I DY G E L CGH AMMWMW F
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P s F E D D Y F V WV D F S E F T L D R
gaagaaattgagattggttctcgtttcttcgatttcacatcaaatacttgtagagtgtct
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Figura 8. Secuencia nucleotidica del gen estructural y secuencia aminoacidica de la proteina
CP Ch-80

Se muestra la secuencia en nucleétidos (negro) y aminoacidos (rojo). Las cajas amarillas contienen la
secuencia de los péptidos seleccionados para la fabricacion de anticuerpos. Las flechas verdes
indican la division entre CP Ch-80a y CP Ch-80pB. El gen consta de 1.515 nucleétidos y la proteina
correspondiente de 505 aminoacidos. Esta localizado en el extremo C-terminal del ARN2 de GFLV.
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3.5 Analisis de secuencias

Al inicio de esta tesis se contaba con las secuencias publicadas de dos aislados
europeos de GFLV (Serghini y col., 1990; Ritzenthaler y col., 1991 y Wetzel y col.,
2001). Estas secuencias sirvieron de base en el disefio de partidores en zonas
conservadas del genoma viral, y también para nuestros anadlisis posteriores de
alineamientos de éstas secuencias con las obtenidas en nuestro laboratorio para los
distintos aislados chilenos de GFLV.

Al analizar las secuencias parciales del genoma viral obtenidas de aislados chilenos
de diferentes zonas geograficas de Chile, se observd que la homologia a nivel de
secuencias de nucledtidos es del orden de 90%, segun analisis realizados utilizando
el programa Multalin. En la Figura 9 se puede observar el alineamiento de un
segmento gendmico de los aislados chilenos Ch-229 (VI Regién), Ch-133 (V Region)
y Ch-80 (Region Metropolitana), correspondiente a una porcion codificante para la
proteina de movimiento. En ella, de las 60 diferencias observadas en la secuencia
nucleotidica, para un total de 399 nuclettidos, 53 corresponden a cambios en el
tercer nucledtido de cada codon y esto se traduce, la mayoria de las veces, en
cambios por el mismo grupo aminoacidico. En la Figura 10 se presenta la secuencia
traducida de esta porcion de la proteina donde la comparacion a nivel de
aminoacidos nos muestra una identidad de 91%, de acuerdo a alineamientos
realizados con el programa Vector NTI suite 7.0.

Con la informacion obtenida se pudo comprobar que la homologia que existe a nivel
del ARN2 entre el aislado chileno (Ch-80) y los aislados europeos (F13 y NW), es

extrapolable a lo que ocurre entre aislados chilenos (Ch-80; Ch-229 y Ch-133). En la
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Tabla 7 se pueden observar los porcentajes de identidad obtenidos al comparar una
region codificante para la proteina de movimiento entre aislados chilenos y entre
éstos y aislados europeos.

Analisis comparativos de secuencias nucleotidicas del ARN2 de GFLV Ch-80 y de
aislados de otros paises muestran una identidad aproximada del 90%. A nivel de
secuencias de aminoacidos, la proteina de cubierta viral CP Ch-80 tiene una
identidad aproximada del 93% al compararla con sus homologos de Austria (acceso
GeneBank: AAA80464), China (acceso GeneBank: CACA2880), Alemania (acceso
GeneBank: Q91HKS), y Francia (acceso GeneBank: X16907.1). Estos resultados se
obtuvieron realizando alineamientos entre las secuencias mencionadas usando el

programa Vector NTI suite 7.0 (Figura 11).
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AGCAGGCCAG
AGCAAGCCAG
1001

CTACCGCTGC
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CTGCCGCTAC
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750
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TCCCCAG
TCCCCAG
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C CEATTG
C CGATTG
CAGACTATTG

850

GTGGCCCCC
GTAGCCCCC
GTEGCCCCC

900
GAAGGAGAGA
GAAGGAGAGA
GGAGGAGAGA

950
ATGACTTTT
ATGACTTTT
ATGACTTTT

1000
TGAGCAAGGC
TGAGCAAGGC
TGAGCAAGGC

1050

AGGGGTTTGTG
AGGGGTTTGTG
AGGGGTTTGTG

1100

TAGGCTCAATC
TAGGCTCAATC
TAGGCTCAATC

Figura 9. Alineamiento nucleotidico multiple de una porciéon de la regiéon codificadora de la
proteina de movimiento de distintos aislados chilenos de GFLV
MP-Ch80; MP-Ch229 y MP-Ch133: corresponden a las secuencias nucleotidicas de una porcion de la
proteina de movimiento de cada aislado chileno. Se indica la posicién +1 que corresponde al primer
nucleétido en el marco de lectura abierto. Las cajas verdes muestran las diferencias entre los aislados.
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1 50

MP-Ch133 (1) PLLGLTKAWIGLVDIPSTSVCCADGRTTGGQTIAQEADPLOHRVSTSVAP

MP-Ch229 (1) LLLGLNKAWIGLVDIPSTSVCCADGRTTGGQTIAQEADPLOHRVSTSVAP

MP-Ch80 (1) PLPGLNRAWMGLVDIPSTSVCCADGRTTGGQTIAQEADPLOHRVSTSVAP
51 100

MP-Ch133 (51) GRAQWISERRQALRRREQANSLOGLAAQTDMTFEQARNAYLGAADMIEQG

MP-Ch229 (51) GRAOWMSERRQALRRREQANSLOGLAAQTDMTFEQARNAYLGAADMIEQG

MP-Ch80 (51) GRAQWISERRQALRRREQANSFEGLAAQTDMTFQOASNAYTLAAADMIEQG
101 133

MP-Ch133 (101) LPLLPPLRSAYYPRGLWRGPSTRANYTLDFRLN
MP-Ch229 (101) LPLLPPLRSAYAPRGLWRGPSTRANYTLDFRLN
MP-Ch80 (101) LPLLPPLRSAYAPRGLWRGPSTRANYTLDEFRLN

Figura 10. Alineamiento aminoacidico miiltiple de una porcién de la proteina de movimiento de
distintos aislados chilenos de GFLV

El alineamiento se realizé con el programa Vector NTI suite 7.0 y muestra una identidad de 91%.
Amarillo: 100% identidad, Verde: 50% de similitud, Blanco: 20% identidad y Azul: aminoacidos
conservados respecto al consenso.

Tabla 7. Comparaciones a nivel de una porcién de la proteina de movimiento entre distintos
aislados de GFLV

Se muestran los % de identidad al comparar entre aislados chilenos (Ch80; Ch229 y Ch133) y entre
éstos y los aislados F13 (Francia) y NW (Alemania).

AISLADO RNA PROTEINA
GFLV-Ch80/GFLV-Ch229 89% 90%
GFLV-Ch80/GFLV-Chl33 87% 89%
GFLV-Ch229/GFLV-Chl133 87% 90%
GFLV-Ch80/GFLV-F13 91% 94%
GFLV-Ch80/GFLV-NW 90% 92%
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CP 80 Chile (1
CP Austria (1

CP China (1
CP Alemania (1
CP Francia (1
CP 80 Chile (51
CP Austria (51

CP China (51
CP Alemania (51
CP Francia (51
CP 80 Chile (101
CP Austria (101

CP China (101
CP Alemania (101
CP Francia (101
CP 80 Chile (151
CP Austria (151

CP China (151
CP Alemania (151
CP Francia (151
CP 80 Chile (201
CP Austria (201

CP China (201
CP Alemania (201
CP Francia (201
CP 80 Chile (251
CP Austria (251

CP China (251
CP Alemania (251
CP Francia (251
CP 80 Chile (301
CP Austria (301

CP China (301
CP Alemania (301
CP Francia (301
CP 80 Chile (351
CP Austria (351

CP China (351
CP Alemania (351
CP Francia (351
CP 80 Chile (401
CP Austria (401

CP China (401
CP Alemania (401
CP Francia (401
CP 80 Chile (451
CP Austria (451

CP China (451
CP Alemania (451
CP Francia (451
CP 80 Chile (501
CP Austria (501

CP China (501
CP Alemania (501
CP Francia (501

1 50
) GLAGRGVMYIPKDCQANRYLGTLNIRDMISDFKGVQYEKWITAGLVMPTF
) GLAGRGV.YIPKDCQANRYLGTLNIRDMISDFKGVQYEKWITAGLVMPIF
) GLAGRGVMYIPKDCQANRYLGTLNIRDMISDFKGVQYEKWITAGLVMPEF
) GLAGRGVMYIPKDCQANRYLGTLNIRDMISDFKGVQYEKWITAGLVMPEF
) GLAGRGV.YIPKDCQANRYLGTLNIRDMISDFKGVQYEKWITAGLVMPTF
51 100
) K.VVRLPANAFTGLTWVMSFDAYNRITSRITASADPVYTLSVPHWLIHHK
) KEI RLPANAFTGLTWVMSFDAYNRITSRITASSABIPVYTLSVPHWLIHHK
) KEVVRLPANAFTGLTWVMSFDAYNRITSRITTSAHPVYTLSVPHWLIHHK
) KIV.RLPANAFTGLTWVMSFDAYNRITSRITTSADPVYTLSVPHWLIHHK
) KIV.RLPANAFTGLTWVMSFDAYNRITSRITASADPVYTLSVPHWLIHHK
101 150
) LGTFSCEEDYGEEBECGHAMWFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVYV
) LGTFSCE.DYGELCGHAMWFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVV
) LGTFSCEEDYGEGCGHAMWFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVYV
) LGTFSCEIDYGELCGHAMWFKSTTFESP.LHFTCLTGNNKELAADWQAVV
) LGTFSCEEDYGEECGHAMWFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVYV
151 200
) ELYAELEEAT.FLGKPTLVFDPGVFNGKFQFLTCPPIFFDLTAVTALKSA
) ELYTELEEAETSFLGKPTLVFDPGVFNGKFQFLTCPPEIFFDLTAVTALKSA
) ELYAELEEATSFLGKPTLVFDPGVFSGKFQFLTCPP.FFDLTAVTALKSA
) ELYAELEEA.SFLGKPTLVFDPGVFNGKFQFLTCPPIFFDLTAVTALKSA
) ELYAELEEATSFLGKPTLVFDPGVFNGKFQFLTCPPIFFDLTAVTAL.SA
201 250
) GLTLGQVPMVGTT.VYNLNSTLVSCVLGMGGTIRGKVHICAPIFYSIVLW
) GLETLGQVPMVGTTKVYNLNSTLVSCVLGMGGTERGKIVHICAPIFYSIVLW
) GL.LGQVPMVGTTKVYNLNSTLVSCVLGMGGTIRGKVHICAPIFYSIVLW
) GLTLGQVPMVGTTKVYNLNSALVSCVLGMGGTIRG.VHICAPIFYSIVLW
) GLTLGQVPMVGTTKVYNLNSTLVSCVLGMGGT.RG.VHICAPIFYSIVLW
251 300
) VVSEWNGTTMDWNELFKYPGVYVEEDGSFEVKIRSPYHRTPARLLAGQSQ
) VVSEWNGTTMDWNELFKYPGVYVEEDGSFEVKIRSPYHRTPARLLAGQSQ
) VVSEWNGTTMDWNELFKYPGVYVEEDGSFEVKIRSPYHRTPARLLAGQSQ
) VVSEWNGTTMDWNELFKYPGVYVEEDGSFEVKIRSPYHRTPARLLAGQSQ
) VVSEWNGTTMDWNELFKYPGVYVEEDGSFEVKIRSPYHRTPARLLAGQSQ
301 350
) RDMSSLNFYAIAGPIAPSGETAQLPIVVQIDEIVRPDESLPSFEDDYFVW
) RDMSSLNFYAIAGPIAPSGETARLPIVVQI.EIVRPDbSLPSFEDDYFVW
) RDMSSLNFYAIAGPIAPSGETARLPIVVQIDEIVRPDLSLPSFEDDYFVW
) RDMSSLNFYAIAGPIAPSGETARLPIVVQIDEIVRPDL.LPSFEDDYFVW
) RDMSSLNFYAIAGPIAPSGETAQLPIVVQIDEIVRPDESLPSFEDDYFVW
351 400
) VDFSEFTLD.EEIEIGSRFFDFTSNTCRVSMGENPFAAMIACHGLHSGVL
) VDFSEFTLDKEEIEIGSRFFD.TSNTCRVSMGENPFAAMIACHGLHSGVL
) VDFSEFTLDKEEIEIGSRFFDFTSNTC.VSMGENPFAAMIACHGLHSG.L
) VDFSEFTLDKEE.EIGSRFFDFTSSTCRVIMGENPFAAMIACHGLHSGVL
) VDFSEFTLDKEEEREIGSRFFDETSNTCRVSMGENPFAAMIACHGLHSGML
401 450
) DLKLQWSLNTEFGKSSGSVTITKLVGDKARGLDGPSQVFA.QKLEGIT.L
) DLKFOQWSLNTEFGKSSGSVIETKLVGDKATIGLDGPSQVFATIQKLEGATEL
) DLKFQWSLSTEFGKSSGSVTITKLVGDKATGLDGPSQVFA.QKLEGAAEL
) DLKLQWSLNT.FGKSSGSVT.TKLVGDKATGLDGPSQVFAIQKLEGVT.L
) DLKOOWSLNTEIFGKSSGSVIEIITKLVGDKAMGLDGPSHVFATIIQKLEGTTEL
451 500
) LEGNFAGANPNTHESLYSRWMAIKLDQAKSIKVLRVLCKPRPGFSFYGRT
) LEGNFAGANPNTHISLYSRWMAIKLDQAKSIKVLRVLCKPRPGFSFYGRT
) L.GNFAGANPNTHFSLYSRWMAIKLDQAKSIKVLRVLCKPRPGFSFYGRT
) LEGNFAGANPNTHESLYSRWMAIKLDQAKSIKVLRVLCKPRPGFSFYGRT
) L.GNFAGANPNTRFSLYSRWMAIKLDQAKSIKVLRVLCKPRPGFSFYGRT
501
) SFPV
) SFPV
) SFPV
) SFPV
) SFPV

Figura 11. Alineamiento
aislados de otros paises
El alineamiento se realizé

Amarillo: 100% identidad,

multiple de la secuencia aminoacidica de CP Ch-80 y de la CP de

con el programa Vector NTI suite 7.0 y muestra una identidad de 92,7%.
Verde: 50% de similitud, Blanco: 20% identidad y Azul: aminoacidos

conservados. Los numeros de acceso a GeneBank son: AAA80464 (Austria); CACA2880 (China);
Q91HKS5 (Alemania) y X16907.1 (Francia).
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3.6 Clonamiento y expresion del gen CP Ch-80 en E. coli

Una vez que se confirmé la existencia de un marco de lectura abierto en la secuencia
de la zona codificante del ARN2 de GFLV Ch-80, se procedid a disefar partidores
complementarios a los extremos del gen de CP Ch-80 completo, esto con la
intencion de amplificar la zona codificante para la proteina de cubierta viral desde
ADNCc de vides infectadas con GFLV Ch-80. Los partidores sentido y antisentido
poseen en sus extremos los sitios de restriccion necesarios para clonar la CP Ch-80
en los diferentes vectores de expresion (ver Tabla 5).

Inicialmente, la proteina se clond en el vector p-GEX-6P-1 y se realizé la induccion
en E. coli con resultados muy poco reproducibles, ya que solo una vez se obtuvo la
sintesis de la proteina con el tamafo esperado. Debido a esto, el clon se envio a
secuenciar para asegurarnos de no tener errores de inserciones y/o deleciones,
debido a la Taq polimerasa en la reaccion de PCR. Este analisis, realizado dos
veces, indicod una region codificadora aparentemente intacta, sin codones de término
o interrupciones en su marco de lectura. Como consecuencia, se probaron distintas
variaciones en el protocolo para favorecer la expresion, tales como: disminuir la
temperatura de induccion y aumentar el tiempo (por ejemplo, 14 hrs a 30°C), agregar
el inductor (IPTG) a una densidad 6ptica del cultivo menor a lo habitual (0.4-0.5 en
lugar de 0.5-0.7, a una D.O. de 600 nm), agregar glucosa al medio de cultivo con el
fin de disminuir la expresion basal de proteinas. Sin embargo en todos los casos los
resultados fueron negativos (estos datos seran discutidos mas adelante).
Alternativamente, y bajo la hipotesis que la falta de expresidn de la proteina completa

pudiera deberse a una posible toxicidad a la bacteria, se disefiaron partidores para la
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expresion de la proteina recombinante en dos fragmentos de: 27 kDa, a la cual
denominamos arbitrariamente CP Ch-80a y 29 kDa, denominada CP Ch-80f (Figura
8). Los productos amplificados por PCR fueron purificados y posteriormente clonados
en el vector pGEM-T. Los clones positivos se identificaron por digestiéon con
endonucleasas y por secuenciacion (Figura 12). Una vez confirmada la secuencia se
procedié con una digestion preparativa del ADN plasmidial, utilizando las enzimas de
restriccion correspondientes a los sitios de restriccion codificados en los partidores,
de manera de liberar solamente los fragmentos codificantes para las proteinas CP
Ch-80a y CP Ch-80B. Los genes obtenidos con tamafos de 750 pares de bases para
CP Ch-80a y 790 pares de bases para CP Ch-80B se purificaron desde geles de
agarosa y se ligaron a los vectores de expresion bacteriana: pGEX 6P-1, pET-32a y
pET-28a, previamente digeridos con las mismas enzimas de restriccion. Células de
E. coli Novablue se transformaron con esta mezcla de ligacion y los clones
recombinantes obtenidos para cada gen se identificaron por analisis con enzimas de
restriccion, confirmandose la presencia del fragmento de ADN esperado en geles de
agarosa. En la Figura 13 se observan las digestiones realizadas a los vectores de
expresion para CP Ch-80a y CP Ch-80p en el caso de pGEX 6P-1 y CP Ch-808 para
pET-32a y pET-28a. De esta manera se pudo demostrar el correcto clonamiento en
los vectores de expresion. En paralelo se confirmo la correcta insercion de los genes,
secuenciando los plasmidios recombinantes que contenian cada uno de los genes en

estudio.
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Figura 12. Esquema de la amplificaciéon de la regién que codifica para CP Ch-80a y CP Ch-808
mediante PCR y clonamiento en el vector pGEM-T

Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector pPGEM-T vy se utilizaron para transformar E. coli.
Se observa ademas por electroforesis en geles de agarosa al 1%, la liberacion de los fragmentos de
restriccion de 750 pb y 790 pb desde los vectores pGEM-T recombinantes. 1 y 2: amplificados
correspondientes a la regidn codificadora para CP Ch-80a y CP Ch-80pB, respectivamente; 3 y 4:
fragmentos de restriccién liberados con las enzimas Bam HI y Not | correspondientes a CP Ch-80a y
CP Ch-808, respectivamente; Std: estandar de ADN en pares de bases.
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Figura 13. Esquema del clonamiento de la regién que codifica para CP Ch-80a y CP Ch-8083 en
los diferentes vectores de expresion y andlisis de la digestion enzimatica de los clones
mediante electroforesis en geles de agarosa

1 y 2: clonamiento de CP Ch-80a y CP Ch-80p, respectivamente, en el vector pGEX-6P-1; 3 y 4:
clonamiento de CP Ch-80B en los vectores pET-28a y pET-32a, respectivamente. Se confirmé la
correcta insercion de estos genes en los vectores mediante digestion enzimatica con Bam HIl y Not |
para cada caso. La liberacién de fragmentos de ADN se verific6 mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%.

Una vez obtenidos los clones recombinantes correspondientes a CP Ch-80a y CP
Ch-80p en el vector pGEX-6P-1y CP Ch-80 B en pET-28a y pET-32a, se procedi6 a
transformar con estos vectores la cepa BL21 (DE3) de E. coli.

Cultivos bacterianos que contenian las cepas recombinantes se indujeron con IPTG
de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos y se analizé la expresion de las
proteinas recombinantes en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes.
Se observdé una expresion abundante luego de tres horas desde el inicio de la

induccioén (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de las proteinas recombinantes CP Ch-80a y CP Ch-808 mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida

Proteinas derivadas de bacterias transformadas con: 1 y 2: pGEX6P1-CP Ch80a sin induccién y luego
de 3 horas de induccion, respectivamente; 3 y 4: pGEX6P1-CP Ch80f sin induccién y luego de 3
horas de induccioén, respectivamente; 5 y 6: pET28a-CP Ch80p sin induccién y luego de 3 horas de
induccion, respectivamente; 7 y 8: pET32a-CP Ch80f sin induccién y luego de 3 horas de induccion,
respectivamente. Geles de poliacrilamida al 12,5 % en condiciones desnaturantes.

3.6.1 Estimacién de la concentracion de proteinas

Se determind la concentracidn de las proteinas recombinantes presentes en el
extracto crudo, con el objeto de estimar la cantidad de proteina con que se
inmunizarian los conejos, luego de cortar la banda correspondiente a la proteina de
interés desde geles de poliacrilamida. Las proteinas CP Ch-80a y CP Ch-808,
inducidas en E. coli transformada con el vector pGEX-6P-1, se cuantificaron segun lo
descrito en Materiales y Métodos. Alicuotas de los extractos crudos y cantidades
conocidas de seroalbumina de bovino (BSA) se analizaron juntos en un gel de
poliacrilamida y se comparo la intensidad de las bandas luego de la tincion con azul
de Coomasie (Figura15). Como resultado se determind una concentracion de 1,5

pg/ul para CP Ch-80a y 2,5 pg/ul para CP Ch-80p.
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Figura 15. Estimacion de la concentracion de CP Ch-80a y CP Ch-80B recombinantes en un
extracto crudo de bacterias recombinantes

1, 2 y 3: corresponden a 1, 2 y 4 pl, respectivamente, de la fraccion proteica insoluble de bacterias
lisadas que contiene CP Ch-80q; 4, 5 y 6: corresponden a 1, 2 y 4 pl, respectivamente, de la fraccién
proteica insoluble de bacterias lisadas que contiene CP Ch-80B; 7, 8, 9 y 10: alicuotas

correspondientes a 1, 2, 4 y 8 ug de BSA, respectivamente. Gel de poliacrilamida al 12,5% en
condiciones desnaturantes. Std: estandar de tamafio molecular de proteinas.

3.7 Purificacion de la proteina recombinante CP Ch-8083

En una primera etapa y con el fin de solubilizar la proteina recombinante CP Ch-80p3
expresada en el vector pET-28a, presente en la fraccion insoluble del extracto
bacteriano, ésta se resuspendié con urea 1-8 M de acuerdo a lo descrito en
Materiales y Métodos. La proteina se obtuvo parcialmente soluble en urea 8 M Tris
50 mM (pH 8,0) y se purificé mediante una columna de afinidad niquel-agarosa. El
resultado de la purificacién se ilustra en la Figura 16. Se obtuvo la proteina con una

purificacién estimada del orden de 80-90%.
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Figura 16. Analisis de la purificacion parcial de CP Ch-808 mediante cromatografia en Ni-
agarosa por electroforesis en gel de poliacrilamida

NR: no retenido; B: lavado en presencia de 5 mM de imidazol; 1, 3, 5 y 7: fracciones colectadas
durante la purificacion; W20 y W50: lavados en presencia de 20 y 50 mM de imidazol,
respectivamente; E100: eluciéon en presencia de 100 mM de imidazol. Std: estandar de peso
molecular de proteinas. Gel de poliacrilamida al 12,5 % en condiciones desnaturantes.

La proteina recombinante CP Ch-803 expresada en los vectores pET-28a y pET-32a
resultd insoluble en urea 6 M. Para esta ultima se utilizé otro procedimiento el cual
consistio en realizar lavados sucesivos con urea y solubilizar en SDS segun se
describio en Materiales y Métodos. Estos lavados permitieron solubilizar la mayoria
de las proteinas presentes en la pella, lo que dejo a CP Ch-80f aun insoluble pero
mucho mas limpia del resto de las proteinas bacterianas. Esta fraccion semi
purificada de CP Ch-80B no se pudo purificar con la resina de afinidad niquel-
agarosa debido a que esta es incompatible con el SDS presente en la solucién, sin
embargo mediante este procedimiento se obtuvo CP Ch-80B con una pureza y una
concentracion suficiente para usos posteriores en la evaluacion de los anticuerpos

obtenidos contra ésta proteina (Figura 17).
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Figura 17. Analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida de la purificacion parcial de CP
Ch-80B obtenida de bacterias transformadas con pET-32a y pET-28a

1: Extracto crudo sin purificar; 2: Primer lavado con SDS 0,3%; 3: Segundo lavado con SDS 0,3%; 4:
Primer lavado con SDS 1%; 5: Segundo lavado con SDS 1%; 6: pella final resuspendida en PBS. Std:
estandar de peso molecular de proteinas.

3.8 Obtencion de anticuerpos policlonales

Una vez que se determind la concentracion de las proteinas recombinantes CP Ch-
80a y CP Ch-80pB presentes en el extracto crudo, éstas se cargaron en un gel de
poliacrilamida y se cortd la banda correspondiente a la proteina de interés. Para la
inmunizacion de los conejos se utilizé una mezcla de las proteinas CP Ch-80a y CP
Ch-80 en 5 dosis de 400 ug cada una.

Alternativamente, se siguid una segunda estrategia para el desarrollo de anticuerpos
anti-CP Ch80. Esta consistio en la utilizacion de péptidos sintéticos como antigenos
(Tabla 6). Los péptidos se acoplaron a una proteina transportadora (ver Materiales y
Métodos) y se inmunizaron conejos con 5 dosis de una mezcla de péptidos de 250

Mg cada una.
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Posteriormente, los antisueros obtenidos en ambos casos y correspondientes a
anticuerpos policlonales contra la proteina CP Ch-80 fueron evaluados por ELISA y
Western blot contra la proteina recombinante purificada CP Ch-80p para determinar

su titulo y especificidad.

3.8.1 Evaluacion de la respuesta inmune mediante ELISA

La respuesta inmune presentada por los conejos, fue evaluada por medio de la
cuantificacion de anticuerpos que presentan reactividad contra la proteina CP Ch-80
purificada. Un primer analisis se hizo por el método ELISA de acuerdo a lo descrito
en Materiales y Métodos usando placas activadas con CP Ch-80B recombinante
purificada, las que se incubaron con diluciones seriadas de los sueros policlonales de
los conejos inmunizados (A y B), ademas de suero pre-inmune como control. En la
Figura 18 se muestran los resultados del ELISA donde se puede observar que se
genera una buena respuesta inmune al inmunizar conejos con una mezcla de CP Ch-
80a y CP Ch-80B cortadas desde geles de poliacrilamida. El anticuerpo policlonal
obtenido reconoce la proteina recombinante en forma especifica y esto no ocurre en
el caso del suero pre-inmune. Se obtuvo un titulo de aproximadamente 1/250. Un
factor que podria ser causa de este titulo en lugar de uno mayor, es el hecho de que
los anticuerpos se realizaron contra CP Ch-80a y CP Ch-808 y la evaluacién se
realizé solo contra CP Ch-80B debido a que no contabamos con CP Ch-80a
purificada.

Los anticuerpos obtenidos con péptidos sintéticos se evaluaron mediante ELISA

contra dos antigenos diferentes: una mezcla de los péptidos acoplados a BSA
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(Figura 19A) y la proteina recombinante CP Ch-808 purificada (Figura 19B). En la
Figura 19A se observa la respuesta obtenida que indica un titulo aproximado de
1/8.000 para ambos conejos inmunizados (A y B). En la Figura 19B se observa la
evaluacion de éstos anticuerpos contra CP Ch-80B, los cuales muestran a los
péptidos sintéticos como un buen antigeno, con un titulo promedio aproximado de
1/500. Las diferencias obtenidas en ambos analisis pueden atribuirse al hecho que
de los 6 péptidos seleccionados para la mezcla con la que se inmunizaron los
conejos, soélo 4 de ellos estan contenidos en CP Ch-808 y esto estaria disminuyendo

el titulo.

—e—PI1 Conejo A

—=—Conejo A

—a— Pl Conejo B
Conejo B

D.O. 405 nm

o—a -
0 — ———

012345678 910111213141516

Diluciéon de antisueros en base 2

Figura 18. Titulacion mediante ELISA de sueros policlonales obtenidos con los antigenos CP
Ch-80a y CP Ch-80f

La evaluacion se realizé contra la proteina recombinante CP Ch-80f purificada. PI: suero pre-inmune;
Conejo A y B: respuesta post-inmunizaciones.
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Figura 19. Titulacién mediante ELISA de sueros policlonales obtenidos con péptidos sintéticos

como antigenos
A) La evaluacion se realizo contra una mezcla de los péptidos sintéticos acoplados a BSA.

B) La evaluacion se realizo utilizando la proteina recombinante CP Ch-80 purificada.
Pl: suero pre-inmune; Conejo A y B: respuesta post-inmunizaciones.
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3.8.2 Analisis de anticuerpos policlonales mediante Western blot

Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos mediante ELISA y evaluar la
especificidad de los sueros policlonales obtenidos, éstos se analizaron por la técnica
de Western blot.

La membrana de nitrocelulosa que contenia las proteinas recombinantes purificadas
se incubd con suero de conejo diluido 1/300, y se detectd la sefial con una reaccion
cromogénica de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos. Los resultados se
muestran en la Figura 20.

En la Figura 20A, se observa que en el caso de los anticuerpos obtenidos usando CP
Ch-80a y CP Ch-80B obtenida desde geles de poliacrilamida, éstos reconocen la
proteina recombinante CP Ch-80B clonada en pET-28a (fusionada a una cola de 6
histidinas) y en pET-32a (fusionada a Trx), asi como la proteina de fusion GST cuyo
tamano es de 26 kDa, debido a que el clonamiento se realizé en el vector pGEX 6P-1
cuya construccion deja la proteina de interés fusionada en el extremo amino-terminal
a GST. La fusion TRX-CP Ch-80 tiene 49 kDa y la fusién His-CP Ch-80 tiene
aproximadamente 30 kDa. Se evalué ademas la especificidad de los anticuerpos
contra Trx sola, cuyo tamafio es de alrededor de 20 kDa, no observandose
reconocimiento en este caso.

Cuando se evaluaron los anticuerpos obtenidos mediante péptidos sintéticos (Figura
20B) observamos que como en el caso anterior, éstos reconocen las proteinas His-
CP Ch-80B, TRX- CP Ch-80B y no reaccionan con la proteina Trx sola. En este caso

también se evalu6 la especificidad contra la proteina transportadora a la cual se

58



acoplaron los péptidos (Hemocianina), y se observa que ésta si es reconocida por los

anticuerpos.
td 1 2 4 Std 1 2 3 4
111 kDa — 111kDa —
80 kDa — 80 kDa —
61 kDa — 61kDa —
49kpa— 49kDa —
36 kDa — 36kDa —
24 kDa — 24kDa —
18.7kDa— 18.7 kDa —

Figura 20. Andlisis de anticuerpos policlonales mediante Western blot

A) Suero policlonal obtenido con CP Ch-80a y CP Ch-80pB extraidas desde geles de poliacrilamida. 1:
His-CP Ch-808; 2: TRX-CP Ch-808; 3: Glutatién-S-Transferasa (GST) y 4: Tiorredoxina (TRX). Std:
estandar de peso molecular de proteinas

B) Suero policlonal obtenido con péptidos sintéticos. 1: His-CP Ch-80B; 2: TRX-CP Ch-80pB; 3:
Tiorredoxina (TRX) y 4: Hemocianina.
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4. DISCUSION

Las infecciones de vides por GFLV en Chile, asi como en todo el mundo, son
causantes de importantes pérdidas econémicas. Si bien, ciertos cultivares tolerantes
a la infecciéon por GFLV bajan levemente los rendimientos en la productividad,
aquellos que son susceptibles pueden alcanzar pérdidas de hasta 80%, bajas en la
calidad del fruto y disminucion de la vida util de la planta.

En nuestro pais se conoce muy poco acerca de la variabilidad de las cepas virales de
vid existentes, asi como de los virus que infectan plantas en general. Ademas, existe
la necesidad de tener sistemas que permitan la certificacion de plantas libres de virus
para su comercializacion.

A pesar de que en la actualidad existen sistemas de deteccion de GFLV comerciales
desarrollados en Europa, existe la necesidad de contar en nuestro pais con sistemas
desarrollados en Chile, basados en aislados locales, lo que permitira una
considerable disminucion de costos para los viveristas y productores. Este hecho
aumentaria su interés en tener plantas certificadas libres de virus para ser aprobadas
por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) para su comercializacion y exportacion.
En la actualidad, existe una normativa que exige que el material de propagacion
especificamente de la variedad Vitis spp. estén certificadas (Servicio Agricola y
Ganadero, 2003).

Basandonos en estos antecedentes, en este trabajo de tesis se clon6 y secuencio la
totalidad de la zona codificante del genoma de un aislado chileno de GFLV (Ch-80),

que consiste en dos hebras de ARN (ARN1 y ARN2). La secuencia del ARN2 se
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comparo con secuencias disponibles de aislados europeos, asi como regiones de
interés del genoma de otros aislados nacionales. El analisis comparativo se restringié
al ARN2, donde se encuentran codificadas las proteinas de mayor interés para un
método de diagndstico, como son: la proteina de cubierta viral (CP) y la proteina de
movimiento (MP). La regién codificadora de la proteina de cubierta, en sus porciones
CP Ch-80a y CP Ch-80pB, se expres6 en E. coli lo cual permitié la produccién de
anticuerpos policlonales.

De los aislados disponibles (Ch-80; Ch-229 y Ch-133), Ch-80 fue el que se
seleccioné para secuenciar su genoma completo, debido a la mayor disponibilidad de
material infectado con este aislado y a que presentaba una sintomatologia mayor de
infeccion por GFLV en relacion a los otros aislados.

Se evaluaron diferentes protocolos para extraccion de ARN total, para obtener ARN
de vid y ARN viral con un alto rendimiento. Este procedimiento presentd desafios ya
que los tejidos vegetales presentan un alto contenido de polisacaridos y polifenoles,
sustancias que interfieren con una eficiente extraccion de los acidos nucleicos.
Ademas, las reacciones de digestion y amplificacion de ADN, asi como la reaccion
de transcripcion reversa, son inhibidas en presencia de estas sustancias (Maliyakal,
1992). Sin embargo, con el procedimiento elegido se logré adoptar un protocolo que
permite la obtencidon de ARN total con una pureza suficientemente buena para los
experimentos de RT-PCR.

Tanto el ARN1 como el ARN2 son de hebra simple y de orientacion positiva, los que
contienen una proteina (VPQ) en el extremo 5-terminal y una cola de poli A en el

extremo 3’-terminal (Pinck y col.,, 1988; Martelli y col., 1991). En base a las
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secuencias descritas para otros aislados confirmamos que se logré secuenciar
totalmente el ARN2 del aislado utilizado, incluyendo la zona 3’ UTR obtenida por la
técnica RACE y el 5 UTR mediante la elaboracion de un partidor degenerado a partir
del nucledtido 1 en la zona 5 del aislado F13 (Margis y col., 1993). Esto no fue
posible para el caso del ARN1, a pesar de que se realizaron varios intentos utilizando
las estrategias anteriormente mencionadas. El partidor degenerado en este caso se
disefid a partir de la secuencia publicada del aislado aleman NW (Ritzenthaler y col.,
1991) pero no se obtuvo amplificaciéon en las muestras de ARN del aislado chileno
GFLV Ch-80, posiblemente debido a que existen diferencias importantes entre el
aislado aleman y CP Ch-80 en esa zona lo que impide la hibridacion del partidor para
amplificar la zona 5 UTR. Se obtuvieron resultados similares para el caso del 3’
RACE sin lograr el clonamiento para secuenciar el extremo 3’ del ARN1. Debido a
esto, para el caso del ARN1 se completé la secuencia de la zona codificante pero no
de los extremos 5’ y 3’ UTRs. El hecho de secuenciar dos veces cada uno de los
clones obtenidos nos permiti6 confirmar la secuencia de cada uno de ellos y
disminuir errores en el proceso de secuenciacion.

La secuencia completa del ARN2 de GFLV Ch-80 contiene 3.742 nucledtidos
excluyendo el extremo 3’ terminal (cola de poli A), con un marco de lectura abierto de
3.324 nucledtidos, de los cuales 1.512 nucleétidos codifican para 504 aminoacidos
de la proteina de cubierta con un peso molecular estimado de 56 kDa, el mismo
tamano de la proteina de cubierta de la cepa F13 (Serghini y col., 1990). Para el
ARN1, se obtuvo un marco de lectura abierto de 6.854 nucledtidos que, al ser

alineado con el aislado NW (Ritzenthaler y col., 1991) corresponde a la posicion 243
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a 7.097 de este aislado, los cuales codifican para la poliproteina viral P1, que
posteriormente origina: Cofactor de Proteasa, Helicasa, VPG, Proteasa y ARN
Polimerasa.

Se ha descrito que los virus de ARN de plantas, en especial aquellos del tipo de
GFLV que infectan cultivos perennes, tienen un gran potencial de variacién genética,
debido a que infectan a su huésped por largos periodos de tiempo y su proceso de
replicacion es propenso a errores por el hecho de no contar con un mecanismo de
correccion asociado con su ARN polimerasa ARN dependiente (Vigne y col., 2004).
Como consecuencia de esto, se espera que cada aislado viral consista en una
poblacién de variantes relacionadas genéticamente, llamadas quasiespecies (Garcia-
Arenay col., 2001).

Alineamientos de las secuencias obtenidas en esta memoria indican una variabilidad
de 10% a nivel de nucledtidos y de 7% a nivel de aminoacidos entre el aislado GFLV
Ch-80 y los aislados europeos. Este grado de variabilidad se mantiene para cada una
de las proteinas codificadas en el ARNZ2, sin observarse regiones de mayor
variabilidad o dominios mas conservados en estos genes. Esta variabilidad también
se observa cuando se comparan secuencias de aislados de distintas zonas
geograficas de Chile (GFLV Ch-229, Ch-133 y Ch-80; Figuras 9 y 10). Lo anterior
probablemente se explica debido al continuo intercambio de material de propagacion
de vides, incluyendo material infectado con GFLV, entre regiones distantes en el
mundo.

Se podria argumentar que estas diferencias podrian deberse a errores debido a la

Taq polimerasa. Sin embargo, para las reacciones de PCR en las que se utilizé6 Taq
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polimerasa, se emplearon las condiciones Optimas de fidelidad, en especial la
concentracion de MgCl, de acuerdo a lo descrito por Eckbert y Kunckel, 1990. En
base a los datos publicados, estimamos una tasa de error equivalente a la sustitucion
de 1 en 2.000 pares de bases, para 30 ciclos de PCR. En consecuencia, podemos
deducir que en el genoma total secuenciado (aproximadamente 11 kilobases) se
tendrian cerca de 6 sustituciones de bases, lo cual corresponderia a un 0,05 % de
variaciones por error de la Taq en el proceso de secuenciacion. Estos numeros
indican que para la CP Ch-80, con una region codificadora de 1.515 nucledétidos, uno
esperaria menos de 1 cambio producido por la polimerasa. Por lo tanto, estimamos
que las variaciones detectadas entre el aislado chileno y los europeos son debidas
probablemente a variabilidad genética y no a errores de la Taq polimerasa. Para
trabajos posteriores se recomienda la utilizacion de una polimerasa con actividad
correctora 3’-5’, con lo cual se disminuirian los posibles errores debido a este factor.
Ademas, en los analisis realizados observamos que las diferencias a nivel de ARN se
producen en su mayoria en el tercer nucleétido de cada coddn, representando
mutaciones silenciosas. A nivel de proteina, la mayoria de las diferencias de
aminoacidos se refieren a cambios por el mismo grupo aminoacidico, situacién que
se repite en relacion a aislados de GFLV de otros paises y su comparacion con
secuencias publicadas (Brandt y col., 1995), donde aquellos aminoacidos altamente
criticos para la actividad de las proteinas no estarian siendo afectados.

En base a la secuencia nucleotidica obtenida para el ARN2 del aislado GFLV Ch-80,
se clond la region codificante para la proteina de cubierta (CP Ch-80) con el fin de

expresar esta proteina en bacterias y obtener anticuerpos policlonales contra ésta.
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Sin embargo no fue posible expresar la proteina completa, lo que podria atribuirse a
que la proteina viral sea toxica para la bacteria. La induccion de proteinas toxicas es
capaz de provocar la eliminacion del plasmidio recombinante que contiene el gen que
codifica dicha proteina, logrando mantener su crecimiento bacteriano en el medio de
cultivo, debido a la menor concentracion de antibidtico presente, causada
previamente por la liberacibn de B-lactamasas. Sin embargo, se confirmd la
presencia del plasmidio recombinante en los cultivos inducidos. También es
necesario considerar otros factores como: la formacion de estructuras secundarias o
diferencias en la utilizacion de codones del huésped que impiden que el ARN
mensajero viral sea traducido eficientemente en estas bacterias. Es conocido que no
todos los ARNm son traducidos con la misma eficiencia, siendo importante la
similitud en el uso de codones especialmente al inicio de las secuencias, asi como la
formacion de estructuras secundarias en horquillas que dificultan el acceso a los
ribosomas e impiden el proceso de traduccion de la proteina.

Como una estrategia alternativa para expresar la proteina en E. coli, se clond el gen
de CP Ch-80 en dos fragmentos que codifican las regiones amino (CP Ch-80q) y
carboxilo (CP Ch-808), cuyas masas moleculares tedricas de acuerdo a su secuencia
son: 27 kDa para CP Ch-80a y 29 kDa para CP Ch-80p, respectivamente. Se logré
una buena expresién de CP Ch-80a y CP Ch-80p clonadas en el vector pGEX-6P-1,
las cuales fueron utilizadas para la obtencidén de anticuerpos policlonales. No se logré
expresar CP Ch-80a al clonar en los vectores pET-28a o pET-32a, posiblemente por

las razones antes expuestas, pero se expres6 CP Ch-80F mediante los vectores
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pET-28a y pET-32a, la que fue purificada y utilizada para evaluar los sueros
policlonales.

El analisis por ELISA de los sueros policlonales permitié confirmar que éstos eran
reactivos contra la proteina CP Ch-80 con un titulo aproximado de 1/250. Ademas el
analisis por Western blot confirma la especificidad contra la proteina recombinante
CP Ch-80pB purificada y contra la proteina de fusién (GST). Esto corresponde al
resultado esperado ya que en este caso CP Ch-80 se clond en el vector pGEX-6P-1
el cual deja la proteina de interés fusionada a GST en su extremo amino-terminal.
Paralelamente, se desarrollaron anticuerpos policlonales mediante la inmunizacién
con péptidos sintéticos disefiados en base a la secuencia obtenida en nuestro
laboratorio para GFLV Ch-80. Estos anticuerpos se evaluaron mediante ELISA y
Western blot. En el analisis por ELISA se utiliz6 una mezcla de los péptidos
acoplados a BSA y se observé un titulo aproximado de 1/8.000. Estos anticuerpos
también se evaluaron contra la proteina recombinante CP Ch-808 purificada y se
obtuvo un titulo de 1/500. Posteriormente, la evaluacion por Western blot mostré que
los anticuerpos reconocen especificamente tanto CP Ch-80B como también la
proteina Hemocianina, debido a que los péptidos se inyectaron acoplados a este
transportador. Sin embargo, esto ultimo no es un problema ya que hemocianina no
es una proteina relevante para nuestros fines de diagndstico viral en plantas, debido
a que no esta presente en ninguno de estos organismos.

La diferencia de la respuesta entre la evaluacién con péptidos y CP Ch-80p podria

deberse a que mediante los péptidos se esta detectando la respuesta contra
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epitopes de la region que codifica para CP Ch-80a los cuales también podrian ser
altamente inmunogénicos.

Una forma de evaluar la inmunogenicidad de cada uno de los epitopes seria realizar
un ELISA utilizando cada uno de los péptidos por separado en lugar de una mezcla
de ellos. Otra posibilidad que explica la diferencia obtenida en el titulo entre los
anticuerpos obtenidos, es que la proteina inyectada desde un fragmento de gel de
poliacrilamida podria resultar téxica en conejos, y esto estaria afectando la respuesta
inmune.

Actualmente, estamos realizando experimentos de inmunocaptura seguido de RT-
PCR (IC-RT-PCR) en plantas infectadas con aislados chilenos de GFLV (datos no
mostrados). En esta etapa, resultados preliminares nos muestran que los anticuerpos
producidos en nuestro laboratorio son eficientes en capturar el virus a partir de
plantas infectadas. En la literatura (Sefc y col., 2000), se ha descrito este método
como una alternativa eficaz para la deteccién de virus que infectan vides, y con
mayor sensibilidad que la técnica ELISA. Esto significa que, de ser reproducibles, las
proyecciones de este trabajo estaran enfocadas hacia el desarrollo de un kit para la
deteccion de GFLV. Sumado a esto, en nuestro laboratorio se estan desarrollando
anticuerpos contra aislados chilenos de los virus Grapevine Leafroll Virus (GLRV) y
Grapevine Fleck Virus (GFV), para el desarrollo de nuevos kits de deteccién contra
estos virus de importancia econémica en Chile. Esto sera de gran ayuda para la
certificacion en nuestro pais de plantas libres de virus, necesario en los procesos de
comercializacién, importacion y exportacion, a objeto de poner a disposicion de la

fruticultura nacional materiales comprobadamente sanos y con garantia de genuidad
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varietal. Dentro de los requisitos fitosanitarios establecidos por el SAG (Servicio
Agricola y Ganadero, 2003), GFLV esta considerado dentro de las plagas de control
permanente en los programas de certificacion a nivel nacional y es por ello, que
poder contar en el futuro con sistemas de diagndstico para estos virus desarrollados
en nuestro pais, sera un gran aporte al desarrollo de esta actividad productiva

mejorando la deteccién de GFLV.
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