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RESUMEN

La patologia del enrollaniento clor6tico de la hoja de vid (GLRav) es la virosis de vides mas

difundida en el mundo y causante de importantes perdidas en el sector viticola. Hasta ahora se

han reportado nueve variantes serol6gicamente distintas de GLRav, siendo GLRav-3  1a mas

frecuente  en  el  mundo  y  en  Chile.  EI  GLRav-3  es  un i4"pe/ow.r"s,  filamentoso,  de  ARN

hebra simple, monopartito  y de  alrededor de  18  kb. Dado  lo poco  que se conoce sobre este

virus  en  Chile  y  lo  dificil  que  se  hace  su  detecci6n,  se  decidi6  secuenciar  el  genoma  de

aislados chilenos. Esto pemiti6 ademas iniciar el estudio del grado de variabilidad existente

entre  ellos  y aislados  extran].eros  y obtener  ademas  anticuerpos  especificos para  desarrollar

m6todos eficientes de detecci6n del virus. Con este fin, ARN viral obtenido de tejido infectado

de vid, fue sometido a RT-PCR con partidores especificos y los fragmentos obtenidos fueron

clonados  en bacteria.  Esto permiti6 confeccionar rna colecci6n de ADNc virales,  la que fue

posteriormente  secuenciada.  Se  obtuvo  la  secuencia completa  de  la zona codificante  de  un

aislado viral chileno y secuencias parciales del genoma de otros 3 aislados de nuestro pals. El

analisis  de  estas  secuencias  demostr6  que  los  aislados  chilenos  poseen  entre  ellos  y  con

aislados extranjeros, rna alta identidad nucleotidica en el gen estructural que codifica para la

proteina  de  la  capside,  de  aproximadanente  un  98%.  Este  gen  posteriomente  se  clon6  y

expres6   en  E.   co/I..   A  partir   de   la  proteina  recombinante   purificada,   se   desarrollaron

anticuerpos policlonales en conejo y anticuerpos monoclonales en rat6n. Mediante su uso  se

pudo  detectar  de  manera  eficiente  el  virus  en  plantas  infectadas  con  GLRav-3  por  TAS-

ELISA   e   IC-RT-PCR.   Se   concluye   que   la  IC-RT-PCR   es   el   m6todo   mas   sensible   y

recomendado para el diagn6stico del virus GLRav-3 en plantas de vid.
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suMnrm¥

The grapevine leafroll disease (GLRav) is the most widespread virosis of grapes in the world.

It causes important losses to grape growers. Up to now, nine serologically different variants of

GLRav have been reported,  and GLRav-3  is the most frequent in the world and in Chile.

GLRav-3  is  a  filamentous  single-stranded  monoparite  RNA  Ampelovirus,  of about  18  kb.

Considering  the  limited  knowledge  about  this  virus  in  Chile  and  the  difficulties  of  its

detection, we decided to sequence the genome of Chilean viral isolates. This made it possible

to analyze the variability among them and with foreign isolates,  and also to produce specific

antibodies  to  develop  efficient  methods  to  detect  the  virus  in  infected  plants.  With  this

purpose,  viral RNA was  extracted from  infected  grape tissue  and RT-PCR carried out with

specific primers  and the resulting fragments  cloned in bacteria.  This  allowed us to  obtain a

viral CDNA library that was then sequenced. The complete sequence of the coding region of

one Chilean isolate and partial sequences of the genome from 3  other Chilean isolates were

obtained. The sequence results indicate that the Chilean isolates have hich nucleotide identity

in the region coding for the capsid protein,  of about  98%, between them  and with the  only

foreign isolate that has been sequenced.  This gene was then cloned and expressed in E.  co/z..

Polyclonal and monoclonal antibodies were developed in rabbit and mouse, respectively from

the purified recombinant protein. Using these reagents  GLRav-3  was efflciently detected in

infected grapes by TAS-ELISA and IC-RT-PCR.  It is also concluded that IC-RT-PCR is the

most sensitive and recommended method for diagnosis of GLRav-3.



I. INTRODUCCION

1. Agricultura y cultivo de la vid en Chile

Chile es un pals en que la actividad agricola, y principalmente la fruticultura constitnye uno de

los  motores  de  la  economia  nacional,  generando  rna  importante  fuente  laboral.  A  nivel

mundial,  Chile  se posiciona como  uno  de los principales  exportadores  de  fruta fresca y sus

derivados.   Dentro   de  este  contexto  las  vides  aparecen  como  los  frutales  con  la  mayor

producci6n estimada de huertos industriales. Actualmente, de las 220.000 ha totales del pals

destinadas a frutales (ODEPA, 2003), las vides superan las 172.000 ha (distribuidas entre la HI

y VIII regiones),  dividi6ndose  en  52.685  ha destinadas  a la uva  de mesa,  9.853  ha  a vides

pisqueras  y  110.097  ha  a  vides  para  la  producci6n  de  vinos  (SAG,  2003).  En  t6rminos

generales, la exportaci6n de uva de mesa en el 2004, gener6 US$  835,2 millones, 1legando a

ser  el  producto  exportado  de mayor  importancia  dentro  de  los  frutales.  Por  otra parte,  ese

mismo    afro    los   ingresos   por   exportaci6n   de   vino    llegaron   a   US$    707,1   millones,

posicionindonos  como  el  quinto  exportador  de  vino  a  nivel  mundial  (ODEPA,  2005).  En

consecuencia el negocio del cultivo de la vid significa una entrada anual superior a US$ 1.500

millones para nuestro pals.

Es  necesario  considerar,  no  obstante,  que  atn  existe  un  potencial  de  mejoramiento  de  la

producci6n del sector viticola y vitivihicola, dado que pese a existir las condiciones t6cnicas

para garantizar la producci6n y exportaci6n de uva, hay un deficit importantisimo en lo que a

calidad de la producci6n se refiere.  Uno  de los factores determinantes  en este sentido,  es  el

alto  grado  de  infecciones  producidas  por hongos,  bacterias,  fitoplasmas  y virus,  siendo  las

infecciones  virales  las  de menor estudio  en  Chile.  Las p6rdidas  econ6micas producidas por

pat6genos  virales  en vides  son  debidas  a  factores  tales  como  la reducci6n  del  crecimiento,
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alteraci6n del color y sabor de las bayas, deformaci6n, retraso en la maduraci6n, aumento de la

sensibilidad a otros pat6genos y plagas, incompatibilidad variedad/portainjerio y muerte de la

planta (Covamibias, 1993)-. Las infecciones virales se caracterizan por su veloz diseminaci6n a

trav6s de vectores, tipo insecto, nematodos y el mismo hombre, lo que trae como consecuencia

rna mayor dificultad para su control.

A nivel mundial se han identificado 55 virus de vid, pertenecientes a 6 familias y 20 96neros

(Martelli,  2003).  Los  de mayor importancia debido  a las perdidas  econ6micas  que  acarrean

son los pertenecientes a los g6neros Ivepovz."s, tales como Grapevine Fanleaf Virus (GFLV),

Arabis  Mosaic  Virus  (ArMV),  y .4mpe/ovz."s,  dentro  del  cual  se  encuentran  los  Grapevine

Leafroll associated Virus (GLRav). En Chile se ha detectado la presencia de distintos tipos de

virus  que  infectan vides,  siendo  los  de  mayor incidencia  Grc!pevz.7Ie /cz#/ecz/ vz."s  (GFLV),

Grapevine leofroll associated virus 2 (GHRiN-2):), Grapevine f oeck vi:rus (GEkN), Grapevine

virus A  (GVA:)  y ct Grapevine  leofroll  associated virus  3  (GLRAV-3),  virus  cansarite de la

enfermedad conocida como enrollamiento clor6tico de la vid (Prodan y col., 2003).

2. Virus del Enrollamiento Clor6tico de la Vid

Este virus de distribuci6n mundial se identific6 por primera vez en California en  1958, y en

1988 en Chile (Arancibia,  1988), induce sintomas que se evidencian principalmente desde el

inicio del verano hasta mediados de otofio. Las plantas severamente infectadas por este virus

presentan rna senescencia otofial  anticipada.  Los principales  sintomas  son:  malformaci6n y

decoloraci6n  de la linina foliar,  en variedades  tintas  el cambio  de color es  a rojo prirpura,

mientras  que  en las blancas  es  a amarillo,  mosaico  intervenal  y desarrollo  deficiente  de  las

bayas.  Las  alteraciones que se producen en el fruto son principalmente una baja en cuanto a

concentraciones de azticar, color y un cambio en la acidez del mosto por un aumento de acido
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malico (Gugerli, 2003). EI GLRav produce una degeneraci6n del floema de la planta, en los

nuevos  brotes,  en hojas  y peciolos  (Carsteus,  2002).  Sin embargo,  plantas  infectadas  por el

virus pueden presentarse como asintomaticas dificultando asi su diagn6stico.

Se ban realizado estudios para evaluar en plantas infectadas por GLRav, 1a productividad de

diferentes variedades  de vides y el  nivel  de azdcares presentes  en las bayas.  Los resultados

muestran que tanto  la cantidad  como  la calidad  del  fruto  disminuye  considerablemente con

respecto a plantas sanas, alcanzando niveles de disminuci6n en la productividad superiores al

50%  (Goheen  y  Cook,  1959;  Walter y  Martelli,  1997).  Esto  se  ve  reflejado  no  solo  en  un

retardo en la acumulaci6n de azhcar en el fruto, sino que tambien en rna baja en la producci6n

de antocianinas en cultivos para vino tinto, decoloraci6n de los racimos y en un retardo en la

maduraci6n y cosecha (Carsteus, 2002).

Se  ham  descrito  hasta ahora 9  formas  serol6gicamente  diferentes  de  este  virus  (GLRav-1  a

GLlhav-9),  siendo  el  GLRav-3  el  de  mayor  incidencia  y  por  lo  tanto  uno  de  los  mds

periudiciales para la industria vitivihicola nacioml a.illo y P6rez Harvey, 2002).

Figure I. Sintomatologia presentada por una vid infectada con GLRav-3.
Se observa malformaci6n y coloraci6n roja en la hoja, sintomas caracteristicos de la infecci6n
con GLRav-3 en rna variedad tinta Q4erlot). Foto: Tom Zabadal.



2.1 GLRav-3

EI GLRav-3 es uno de los virus que mds p6rdidas econ6micas genera en Chile, no s61o por su

agresividad y velocidad de propagaci6n, sino tambi6n, porque se ha reportado que la patologia

provocada por el complejo GLRav no se propaga facilmente en vides infectadas salvo que se

encuentre presente GLRav-3 (Ling y col.,1998).

Esta cepa se transmite mediante propagaci6n vegetativa (injertos), y por vectores tales como

chanehilto  I)idINco   (Planococcus  ficus,   Pseudococcus   longispinus,   Pseudococcus   viburni,

Pseudococous  calceolariae y Planococous  citri) y par \a conehach Pulvinaria vitis.  (I:ing y

col.,1998).

EI  GLRav-3  es  un virus  filamentoso  y flexible de  entre  1.800-2.000  nm  de  largo  como  se

aprecia en la Figura 2A (Ling y col.,1997).

Este   virus   se   replica   asociado   a   vesiculaciones   en   la   mitocondria   y   en   el   reticulo

endoplasmatico urull. 2002). Dada su naturaleza de ARN puede incorporar mutaciones en su

genoma durante la replicaci6n (Garcia-Arenal y col., 2001).

Su genoma, el cual ha sido totalmente secuenciado solo para el alslado de USA NY1  (acceso

GenBank AF037268), es un fragmento de RNA de hebra simple y de orientaci6n positiva de

cerca  de   18.000  nucle6tidos  (Ling  y  col.,  2004).  Contiene   13  marcos  de  lectura  abiertos

(Figura  28),  su  estmctura  gen6mica  constaria  de  tres  m6dulos;  el  m6dulo  accesorio  que

incluye los genes de la proteasa y del factor de especificidad para el vector, el m6dulo central

presenta   tres    genes    esenciales   para   la   replicaci6n   viral   los    que   codifican   para   la

metiltransferasa, helicasa y rna RNA polimerasa y el m6dulo chaperona-CP el cual contiene el

gen que codifica para la chaperona hom6loga a una HSP-70 encontrada en otros closterovirus

®roteina  de  estr6s  t6mico),   el  gen  codificante  de  rna  proteina  de  59  kDa  de  funci6n



ddesconocidr  y finalmente  el  gen estnictural  de  la proteina de  cubierta que encapsidaria la

mayor parte del  genoma del vinis y su duplicado que codifica para la Cpd que encapsidaria

solamente una pequefia region correspondiente al extremo 5'del genoma (Ling et col.,  1998).

En sus extrernos posee, un casquete (cap metilado) en 5' y una estructura de horquilla en 3'.

(www.dDvweb.net/notes/showgenus.Oho?genus=Amnelovims).

Analisis del genoma del vins muestran una mayor variabilidad en el extremo 5' que en otras

regiones del genoma qing y col., 2004). Este vinis posee una proteina de cubierta (CP) de 35

kDa, y se ha descrito que la zona del genoma que codifica para la CP es una de las menos

variables entre virus del mismo gchero (Little y col., 2001 ).
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Figura 2. E] virus de] enrol]amiento clor6tico de vid (GLRav-3).
A.  Microscopia electr6nica del  virus  filamentoso  GLRav-3  obtehida de  Credi  y  Giunchedi,
1996.  La  muestra  fue  tehida  con  acetate  de  uranilo  al  2%.  La  barra  representa  loo  nm.
8. Organizaci6n del genoma de GLRav-3.  Se muestran las diferentes proteinas codificadas,
en  verde  las  de  funci6n  conocida  y  en  celeste  las  desconocidas  que  se  designan  segivn  su
tamafio.  PRO,  proteasa de tipo papaina;  MT,  metil-transferasa;  HEL,  helicasa;  RdRp,  ARN
polimerasa dependiente  de  ARN;  HSP70,  proteina de  esties termico  70;  CP,  proteina de  la
capside; Cpd, proteina de la capside divergente.



3. Sistemas de detecci6n viral

En  Chile,  el  estudio  y  diagn6stico  de  fitopat6genos  en  frutales  es  un  tema  relativanente

reciente.  El  problema  de  la  infecci6n  y  transmisi6n  de  virus  radica  en  la  forma  como  se

propagan los  frutales;  en la mayoria de los viveros  se realiza mediante  estacas, pemitiendo

que  las  enfermedades  virales  se  pexpetden  y diseminen  en  los  campos.  En nuestro  pals,  la

mayoria del material de propagaci6n disponible para la venta, tanto para la uva de mesa como

para vides viniferas,  se caracteriza por provenir de plantas calificadas como  corrientes.  Esto

significa que los viveros solo pueden acreditar que el material es obtehido de plantas madres

vigorosas y aparentemente libres de enfermedades sobre la base de rna inspecci6n visual. No

existen entidades ptiblicas o privadas que cuenten con la infraestructura, capacidad techica y

financiera  para  certificar  o  producir  plantas  libres  de  virus.  Recientemente  en  Chile,   el

Ministerio  de  Agricultura  a  trav6s  del  Servicio  Agricola  y  Ganadero  esa  promoviendo  un

"Programa   de   Certificaci6n  Fruticola  Nacional"   (SAG,   2003).   Para   ello,  basindose   en

programas   similares   europeos   y  norteamericanos   y   en   la   experiencia   de   fitopat61ogos

nacionales, se han definido los pat6genos de los cuales deben estar libres los frutales, 1ista que

incluye a GLRav-3. Inicialmente la certificaci6n sera para vides, pomaceas, carozos, frutales

menores, fiutillas y citricos, los que representan las especies fruticolas de mayor inportancia

econ6mica para el pals.

Sin embargo,  la  detecci6n de pat6genos virales  se hace muy complicada,  por el bajo  tfulo

viral que presenta el tejido de plantas infectadas, la estacionalidad que presentan algunos virus

y la consiguiente variaci6n en la carga viral durante el afro, 1a presencia de compuestos como

polisacaldos y polifenoles que interfieren con los ensayos y finalmente, la poca sensibilidad y

el alto costo de los m6todos de detecci6n disponibles en el mercado. El alto costo se debe a



que  son  productos  de  importaci6n,  lo  que  se  traduce  en  un  desinter6s  por  parte  de  los

productores fruticolas en adoptar tecnologias de detecci6n viral en forma rutinaria.

Hasta hace poco tiempo,  la tecnologia de detecci6n de virus se ha basado  en el uso de tests

serol6gicos,  de  tipo  ELISA  o  similares,  mediante  el  empleo  de  anticuerpos  policlonales  y

monoclonales (Clank y col.,  1977; Jordan, 1990). Sin embargo, se ha demostrado que este tipo

de tecnologias no tienen la suficiente sensibilidad para la detecci6n de vinis, cuando estos se

encuentran  en bajos  titulos,  por  ejemplo  en  tejidos  lefiosos  y  en  vectores.  Es  por  esto  que

tecnologias basadas en la reacci6n de PCR son las que apuntan a un mejor diagn6stico. Una de

las   tecnologias  mas   avanzadas,   en  cuanto   a  sensibilidad,   especificidad  y  capacidad   de

diferenciar variantes,  es  la IC-RT-PCR,  que  consiste  en rna etapa inicial  de inmunocaptura

(IC),  que  permite  concentrar  el  virus  y  elininar  compuestos  presentes  en  el  extracto  que

suelen inhibir la transcriptasa reversa y la polimerasa O`tolasco  y col.,  1993; Rowhani y col.,

1995; Leone y col.,  1997). Ademds contempla una etapa de amplificaci6n (PCR), posterior a

la transcripci6n reversa (RT), que pemite detectar mhimas cantidades de material viral.

El  virus  GLRav-3  al  igual  que  muchos  otros  virus  que  tienen un  genoma de ARN,  puede

incoxporar mutaciones en su genoma durante el proceso de replicaci6n (Garcia-Arenal y col.,

2001). En consecuencia, kits de detecci6n para virus desarrollados en el extranjero podrian ser

memos eficientes en Chile. Raportes en la literatura demuestran que simples sustituciones de

aminoacidos  pueden  afectar  severamente  la  sintomatologia  viral  (Shintaku  y  col.,   1992;

Hammond y Crosslin,1998; Szilassy y col.,1999), la especiflcidad del hospedero Qlamamoto

y col.,  1997), la habilidad de desplazaniento del vins (Andersen y Johansen,1998; Sit y col.,

2001)  e  inclusive  la  capacidad  del  virus  para  sobrapasar  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 importantes alteraciones de la capacidad infectiva viral y ademas

la dificultad que presenta el diagn6stico de este virus, debido a que plantas infectadas pueden

mostrarse  como  asintomaticas  visualmente, justifica plenamente  la necesidad  de  secuenciar

aislados  virales  chilenos,  lo  que  permitiria  disefiar  estrategias  eficientes  de  diagn6stico  y

control viral.  Por  otro  lado,  los  estudios  mds  importantes  hechos  sobre  la caracterizaci6n  y

variabilidad  de  los  genomas  de  estos  pat6genos  han  sido  realizados  principalmente  en  el

hemisferio norte, en Europa y USA. No hay informaci6n sobre la heterogeneidad gen6mica de

las cepas virales aisladas en Chile.

4. Hip6tesis

Variantes  nativas  del  virus  GLRav-3  presentarian  variabilidad  gen6mica  con  respecto  a

aislados  estudiados  en  otras  zonas  geograficas  del  planeta,  que  dificultaria  su  detecci6n

especialmente por sistemas de diagn6stico desarrollados en el extranjero.

5. Objetivo general

Secuenciar aislados chilenos de GLRav-3, analizar la variabilidad de sus genomas, y expresar

el  gen  que  codifica  para  la  proteina  de  la  capside  en  E.   co/i.,   con  el  fin  de  desarrollar

anticuerpos que se utilicen en el disefio de metodos simples y eficientes para la detecci6n del

virus.

6. Objetivos especiricos

-     Extracci6n de ARN de aislados virales a partir de plantas de vid infectadas.

-     Preparaci6n de una genoteca de ADNc del virus enE. co/I..

-     Secuenciaci6n del genoma viral de uno o mas aislados locales.

-     Clonamiento y expresi6n de la proteina de la capside viral en E. co/z..



-     Producci6n  de   anticuexpos  policlonales  y  monoclonales   contra  la  protefna  de  la

capside.

-     Desarrollo de un m6todo de diagn6stico eficiente para GLRav-3



11. MATERIALES Y MHTODOS

1. Animates

En este trabajo se utilizaron ratones Balb/c y conejos New Zealand proporcionados por el

vivero de Bioschile IGSA.

2. C6lulas

Las c6lulas de Escher!.cfez.cz co/I. Novablue y BL21  (DE3) se adquirieron de Novagen.

3. Material de vid infectado

El  material  infectado  de  vid  con  virus  fue  proporcionado  por  el  laboratorio  del  Ing.  Agr.

Nicola Fiore de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Chile. La certificaci6n de la

infecci6n con GLRav-3 fue hecha mediante ELISA Qcit italiano Agritest) y RT-PCR.

Se trabaj6 con distintos aislados de 2 cepas de  yJ.fz.a vz.7czrerc, provenientes de distintas regiones

del pals.  Estos  fueron los aislados 766,  765  y 664 de la cepa Merlot ®rovenientes de la VI

region)  y  los  aislados  817,  279  y  346  de  la  cepa  Chardormay,  provenientes  de  la  regi6n

Metropolitana. El aislado 346 es el tirico que no presenta infecci6n con GLRav-3.

4. Reactivos

Las sales, acidos, bases, bromuro de etidio y solventes utilizados son de grado analitico o de

biologia molecular y se adquirieron en Merck y Sigma. Las enzimas de restricci6n, Taq ADN

polimerasa,  T4  ADN  ligasa,  M-MLV  transcriptasa  reversa,  RNasin,  fosfatasa  alcalina  de

temero, X-GAL, IPTG, hexineros de secuencia al azar, estindar de tamafio molecular V® de

ADN,  dATP,  dGTP,  dcTP,  dTTP,  el  estindar de tamafio  molecular pretefiido  de protofnas

Benchmark ladder, y el reactivo glicerol se obtuvieron de Invitrogen y Promega. Los sistemas

de purificaci6n de productos de PCR, de ADN plasmidial y de extracci6n de ADN desde geles
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de agarosa se obtuvieron de Qiagen. La triptona, extracto de levadura y agar se aquirieron de

Difco Laboratories. La agarosa se obtuvo de Sigma. Los anticuelpos anti-IgG de conejo y anti-

IgG de rat6n producidos en cabra, conjugados con FAL, se obtuvieron en Kirkegaard & Perry

Laboratorios  (KPL).  El  anticueipo  anti-IgG  de  rat6n  producido  en  conejo,  conjugado  con

PAL, se obtuvo de Pierce. NBT, BCIP, azida de sodio, para-nitrofenilfosfato, polietilenglicol,

polivinilpirrolidona,  Trit6n X-100,  CTAB,  acido  asc6rbico,  espermidina,  Tween  20,  PBS  y

SDS  fueron adquiridos  de SIGMA.  EI  a-mercaptoetanol  se obtuvo  de Merck.  Las placas de

ELISA de 96 pocillos Inmulon 2HB fueron adquiridas de Nunc.

5. Partidores

Los  partidores  utilizados  para  las  reacciones  de  PCR,  poseen  rna  longitud  de  entre  18-22

bases  y su temperatura  de  hibridaci6n  se  calcul6  en base  a  la  formula  Tin = 2  (A+T)  +  4

(G+C) , segiin la cual la mayoria de los 6ligos tiene una Tin entre 56°C y 62°C. Los partidores

sentido se anotan con una F y los partidores reversos con una R. En azul se indican los sitios

de nucleasas de restricci6n BczwH I de los partidores sentido, y en verde se indican los sitios

IVof I de los partidores reversos. A continuaci6n se muestra la secuencia de cada partidor, la

longitud esperada del amplic6n y el c6digo para su identificaci6n.

Tabla 1. Secuencia nucleotitica de los partidores utilizados para amplificar el genoma del
virus GLRav-3 y otros virus (GLRav-1 y GFLV).
Nombre del partidor Secuencia Nombre v tamafio del producto obtenido
LCIF * 5 '-cgc tag ggc tgt gga agt att-3 ' A-546 pb
LC2R * 5'-gtt gtc ecg ggt acc aga tat-3'

C547F * 5 '- aft aac ttg acg gat ggc acg -3 ' a-340 pb
H229R * 5 '-ata agc att cgg Eat gga cc -3'
LR3-H330F * 5 '- gat gct ttc gcg tat ttc ttg -3 ' C-300 pb
LR3-C629R * 5 '- cjzg cac Eat cat act ttc taa ~3 '
KSL95-5F * 5 '- atg gca ttt gaa ctg aaa tt -3 ' H-1017pb
KSL95-6R * 5 '- tat aag ctc cca tga att at -3 '
LR33,Fl  ** 5 '- aat gca cta aca aat aca tga t -3 ' I-573 pb
LR33,Rl  ** 5 '- apt tta gtc ate tta cct cg -3 '
LR3HSPF1 5 '- aat ggt gag gaa gta aag aat g -3 ' J-742 pb
LR3-C629 ¥ 5'-egg cac gat cgt act ttc taa -3'
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LR3CD3Fl 5'-tat ttt ttc gtc ttc tct tag g -3' K-1388 pb
LR3CD3Rl  ** 5'-ttg cat gil taa act cat cca t -3 '
LR3 CDIFl  ** 5 '-tag ngc gct taa act acg tag-3' L-765 pb
LR3CDIRl 5 '+ac tta aaa cgt gca aga cac3 '
LR3CDS5F1 5 '-tat gtg Sac gta acg cog aat-3 ' Q-1133 pb
LR3CDS5R1 5 '-ggg gac gac t(c ata tat ctg-3 '

LR3CpdFl 5 '- gat cga tgt cta taa att ggt g-3 ' R-1006pb
LR3CpdRl  ** 5 '- eat Ecg tag tot t2c gtt tat -3 '
LR3CDloFl  ** 5 '- aca agg aga aat tta agg gga -3 ' S-1048 pb
LR3CDloRl 5 '- tgc ttc ttc aac tgc ggc ca -3 '
LR3CDIF2 ** 5 '- gaa ggg aaa agg aaa aga aac -3 ' T-1025 pb
LR3CDIR2 5 '- cat ccc gtg Eta gaa gag c- 3 '
LR3K-AFl 5 '- att gaa gta ggc gta ttt gtt t -3 ' U-1121 pb
LR3K-ART 5 '- ctg ggt aaa agt tgt caa grc -3 '
LR3R-SFl 5 '- cga taa egg aag ctc tac ag -3 ' V-1064 pb
LR3R-SR1 5 '- acg taa in tct agt ate tct c -3 '
LRICDIF3 ** 5 .- ccg ggc tut cac gtt tar aa -3 ' W956 pb
LRICDIR3 5'-gil ttt gcc tgt gct tca tgc -3 '
LR3CDIF4 +* 5'-acg ate aat gaa ggc aag gc -3' X-1027pb
LR3CDIR4 5'-aaa tga gal ctg tfc cog ac -3 '
LR3CDIF5 ** 5'-gtt tag gga cat tgc ttg gg -3 ' Y-1028 pb
LR3CDIR5 5'-cgt cct aaa cat aca aag ctg -3 '
LR3CDIF6 S* 5'-caa tgg tgc acg ata act tea -3' Z-1046 pb
LR3CDIR6 5'-ctt cca agt att cfc gct ag -3'
LR3CDIF7 .* 5'-cat gta tgc aat cca gtc eta -3' A1-1028pb
LR3CDIR7 5'-ctg ggc ata Sac ata afc gt -3'
LR3CDIF8 ** 5'-ctg gga tga age ctc tcg ta -3 ' A2905 pb
LR3CDIR8 5 '- tat cat tga ttc tcc get tc -3 '
LR3CDIF9 ** 5'-cta agt aac ace tag gaa ttt c -3. A3948 pb
LR3CDIR9 5 '- taa cng ctc tat ctt tga cgt a -3 '
LR3CpexpFl 5 '- ata gga tcc atg gca ttt gaa ctg ana tt -3 ' EXP=942 pb
LR3CpexpR1 5'-aca gcg gce gce tac ttc ttt tgc aat agt tgg -3 '
LRICPF1 5'-eta gcg tta tat ctc aaa atg a -3 ' 502 pb
LRICPRl 5'-ccc ate act tca gca cat aaa-3 '
LRICPR2 5'-cat tgt taa tca ecg cag tan -3'

h42F * 5'-A/G/CtA/G gat ttt agg ctc aat gg -3 ' 814 pb
M4R, 5'-gtA/C ate cac ttA/C/GITftca tac tg -3 '

Nota: * partidores descritos en la literatura. ** partidores basados en el aislado NY1.

6. Vectores

Para la coustrucci6n de la genoteca de ADNc viral se utiliz6 el vector PGEM-T (obtenido de

Promega) disehado especialmente para la clonaci6n de productos de PCR.  Este vector posee

una timidina en el extremo 3' de cada rna de las hebras en el sitio de inserci6n lo que pemite

la ligaci6n de segmentos de ADN obtenidos por PCR que tienen rna adenina en el extremo 3 '

de cada hebra.  Para la expresi6n de las proteinas recombinantes en E.  coli  se utilizaron dos
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vectores.  El  vector  PGEX-6P-I,  obtenido  de  Amershan-Pharmacia,  produce  una  prote{na

recombirmte  fusiormda a glutati6n-S-transferasa (GST)  en el  extremo  5'  lo  que permite  su

posterior  purificaci6n.  El  vector  PET-32a(+),  obtenido  de  Novagen,  produce  una  proteina

recombinante  fusionada a tioredoxina (TRX)  de E.  co/7.  y  a  un p6ptido  de  6  histidinas  que

perndte su posterior purificaci6n. Las estructuras de estos plismidos se muestran en la Figura

3.

Figure 3. Esquema de los vectores PGEM-T, PET-32a y PGEX-6P-1.
El vector PGEM-T se compone de un sitio de clonamiento mriltiple para productos de PCR;
Amp,  gen de resistencia a ampicilina; F/  orz., origen de raplicaci6n para producir ADN de
hebra  simple;  orz.,  origen  de  replicaci6n  y  /acz,  region  codificante  para  la  P-galactosidasa
interrunpida por el sitio de clonamiento.
El  vector  PGEX-6P-1   de  expresi6n  en  E.   co/z.  se  compone  de  orz.,   origen  de  replicaci6n
bacteriano derivado de pBR322; Amp, gen para resistencia a ampicilina; gr/, gen codificante
para  la  glutati6n-s-transferasa  (GST)  controlado  por  el  promotor  Tac,  que  pemite  alta
expresi6n inducible  por  IPTG;  un  sitio  de  clonamiento  multiple  y un  sitio  de corte  para  la
proteasa Prescission (Amershan-Phamacia) para escindir la GST de la proteina de inteies,
El  vector  PET-32a(+)  de  expresi6n  en  E.   co/I.  se  compone  de  or!.,   origen  de  replicaci6n
bacteriano derivado de pBR322; ,4mp,  gen de resistencia a ampicilina;  Orz.ge#„,  origen de
replicaci6n del fago fl ; /acJ represor del oper6n lac; promotor de T7;  rrx, gen de tioredoxina
A de E.  co/z.,.  sitio de corte con enteroquinasa y la secuencia codificadora para un p6ptido de
polihistidius.
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7. Preparaci6n de extractos proteicos de vid

Se extrajeron proteinas totales de vid infectadas  con GLRav-3 para ser analizadas mediante

Wresfej'# b/o/, inmunocaptura RT-PCR (IC-RT-PCR) y ELISA con anticuexpos policlonales y

monoclonales  especificos  contra la proteina de cubierta del virus.  El protocolo  consisti6  en

extraer con un bisturi el tejido floematico de sarmientos de vid infectada y homogenizarlo en

rna soluci6n de extracci6n de proteinas de vid (Tris 0,2 M pH 8,2; Nacl 0,14 M; PVP (40000)

0,5 mM; PEG (6000)  1,9 mM, NaN3 0,2 M, Tween 20 0,5 ml), en una relaci6n tejido:tamp6n

= 1 :4. Luego la muestra se centrifug6 2 veces a 8000 x g por 5 min a 4°C, rescatando cada vez

el sobrenadante de la centrifugaci6n.

8. Preparaci6n de ARN total de vid

Para  esto  se  utiliz6  el  m6todo  de  Chang  y  col.,  1993  modificado.  Todas  las  soluciones  se

prepararon en agua libre de nucleasas por trataniento con DEPC.  Se extrajo el floema de vid

infectada a partir de sarmientos lignificados y se macer6 en un mortero con nitr6geno liquido

hasta  obtener un polvo  fino.  Posteriomente  se  agregaron  600  Hl  de  tamp6n  de  extracci6n

(CTAB  2%  p/v,  PVP  2%  p/v,  Tris-HCL  100  mM  pH  8;  EDTA  25  mM,  Nac1  2  M,

espemidina 0,5 M, acido asc6rbico 8 mM, B-mercaptoetanol 2% v/v) precalentado a 65°C a

100 mg de tejido molido. Se incub6 a 65°C por 5 min agitando vigorosarnente cada 1 min y se

realizaron   dos   extracciones   con  un  volumen  de   clorofomo:   alcohol   isoandlico   (24:1),

centrifugando cada vez a 10000 x g por 8 min y rescatando la fase acuosa. Luego se agreg6 un

cuarto del volumen del sobrenadante obtenido de cloruro de litio  10 M y se precipit6 toda la

noche a 4°C.  A la mafiana siguiente se centrifug6  a  10.000 x  g y 4°C por 25 min.  La pella

obtenida se sec6  a temperatura ambiente invirtiendo los tubos y se resuspendi6 en agua libre

de   nucleasas   con   0,5%   SDS.   Luego   se  realiz6   rna   extracci6n  con   cloroformo:alcohol
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isoamilico  (24:1). La fase acuosa rescatada se precipit6  con 2 vol`imenes de etanol  100% por

45  min a -80°C,  se centrifug6  a  10.000 x g y 4°C por 20 min.  La pella obtenida se  sec6  y

luego se resuspendi6 en 40 lil de agua libre de nucleasas.

9. Transcripci6n reversa

La transcripci6n reversa  (RT)  se realiz6  usando  como templado  ARN total  en una cantidad

mckima de 2 Hg. Se utilizaron hexinieros al azar (50 ng). Se incub6 el ARN y los hexineros

por 5 min a 70°C. Luego de incubar en hielo por 5 min, la mezcla de reacci6n se complet6 a

un volumen de 25  Ill agregando 5 Ill del tanp6n 5X suministrado con la enzima, 25 unidades

de inhibidor de RNasa (RNasin), 200 unidades de transcriptasa reversa M-MLV, dNTP 10 prM

final y agua libre de nucleasas. La mezcla de reacci6n se incub6 a 37°C durante 1 h.

10. Ampliricaci6n de ADN por la reacci6n de la polimerasa en cadena (PCR)

La reacci6n de PCR se llev6 a cabo en tubos Eppendorf autoclavados de 600 Hl en los que se

agregaron los siguientes componentes: 5 Hl de soluci6n PCR 10 X sin Mg,1,5 Lil de Mgc12 50

mM, 4 Ill de mezcla de dNTP 10 mM, 2,5 LLl de cada partidor a rna concentraci6n 10 HM, 50-

200 ng de ADN templado, 0,5 lil de Taq ADN polimerasa 5 U/Ill y se completa a un volumen

final  de  50  lil  con  agua miliQ  est6ril.  Luego  los  tubos  se  incubaron  en  un  temociclador

modelo   PTC-200   MJ   Research   con   un   programa   que   incluye   rna   etapa   inicial   de

desnaturaci6n a 94°C por 4 min y luego 30 ciclos de amplificaci6n, cada uno de ellos cousta

de una etapa de desnaturaci6n a 94°C por 1 min, rna etapa de apareamiento a 50-60°C durante

1  min  (la temperatura depende  de  la Tin de  los partidores  que  se utilicen)  y una  etapa de

extensi6n  a  72°C  por  1  min  (se  utiliza  1  min  de  extensi6n  por  cada  kilobase  de  ADN  a

amplificar). Finalmente se realiz6 una etapa de elongaci6n por 10 min a 72°C.
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La purificaci6n de los productos de PCR se realiza con el kit Qiaquick de Qiagen siguiendo el

protocolo suministrado por el fabricante.

11. Analisis de ADN y ARN en geles de agarosa

El  analisis  de  ARN  y ADN  mediante  electrofor6sis  se  realiz6  en  geles  de  agarosa  de  rna

concentraci6n ajustada al tamafio del acido nucleico a observar (entre 0.8% y 2%) en tamp6n

TAB  IX (Tris-acetato 40 mM y EDTA  1  mM pH 8,3)  y bromuro  de etidio  0,2  Lig/ml.  Para

cargar las muestras en el gel, se les agreg6 1/10 del volumen de rna soluci6n de carga (azul de

bromofenol 0,25% p/v y glicerol 50% v/v en TE). Se utiliza como estindar de peso molecular

una mezcla del fago Avffz.Jcd Ill mezclado  con ®X174/ffcze Ill,  que  contiene fragmentos  que

van desde los 70 pb hasta 23 kb. El gel se corre a 100 V, en tamp6n TAB IX y posteriormente

los  deidos  nucleicos  se  observan  en  el  gel  sobre  un  transiluminador  UV  desde  donde  se

fotografian.

12. Puriricaci6n de fragmentos de ADN desde geles de agarosa

Para purificar ADN desde geles de agarosa, se utiliz6 el Kit Rapid Gel Extraction System, de

Quiagen.  Se  cort6  el  segmento  de  inter6s  desde  un  gel  confeccionado  con  agarosa  de  alta

pureza  y  bajo  punto  de  fusi6n,  se  coloc6  en  un  tubo  Eppendorf limpio  y  se  procedi6  de

acuerdo al protocolo suministrado por el fabricante.

13. Digestion con endonucleasas de restricci6n

La digesti6n de ADN con endonucleasas  de restricci6n,  se realiz6  empleando  el tamp6n de

reacci6n recomendado por el fabricante para cada enzima. Las enzimas utilizadas a lo largo de

esta tesis fueron Bcz7#H I, EcoR I ); IVof I.  La cantidad necesaria de ADN, sea 6ste plasmidial o

un producto de PCR, se mezcla con un volumen del tamp6n lox apropiado para la enzima de
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restricci6n, correspondiente a un d6cimo del volumen final de reacci6n. Asi mismo, se agrega

la enzima de restricci6n en rna relaci6n de 5 unidades por microgramo de ADN a digerir y el

volumen final de reacci6n se completa con agua bidestilada. La mezcla se incuba a 37°C por

1 -4 horas.

14. Desfosforilaci6n y puriricaci6n de PGEX-6P-1 y PET-32a(+)

El vector previamente digerido con las endonucleasas B¢wH I y EcoR I se desfosforil6 para

evitar su autoligaci6n. Para esto se utiliz6 la enzima fosfatasa alcalina de becerro siguiendo las

instrucciones  del  fabricante.  A  5-10  Hg  de  ADN plasmidial  previamente  linearizado,  se  le

agregaron 10 Hl de la soluci6n tamp6n lox que es suministrada con la fosfatasa y 2 unidades

de dicha enzima,  agregando agua desionizada hasta completar  100 prl de volumen final. Esta

mezcla se incuba durante 1 h a 37°C. Posteriormente la enzima se inactiv6 agregando EDTA a

una concentraci6n fmal de 10 mM y se incub6 por 15 minutos a 75°C. Finalmente se procedi6

a realizar rna extracci6n con fenol:clorofomo:alcohol isoamilico  en proporci6n 25:24: 1.  La

fase acuosa se extrajo nuevamente con cloroformo:alcohol isoamilico y luego se precipit6 el

ADN con 1/10 del volunen de acetato de sodio 3 M y 2,5 voltimenes de etanol absoluto.

15. Ligaci6n de fragmentos de ADN a vectores

Los  fragmentos  purificados  de  ADN,  amplificados  por  PCR  o  extraldos  desde  geles  de

agarosa, fueron ligados a los vectores de clonaniento o expresi6n en una relaci6n de 1:10 de

vector  a  fragmento.  La  reacci6n  de  ligaci6n  se  realiz6  en  10  Hl  con  1  U  de  ligasa  T4

a'romega) en el tamp6n de ligaci6n correspondiente. La mezcla se incub6 toda la noche a 4°C

o 2 horas a temperatura ambiente.

El producto de ligaci6n se utiliz6 para transformar c6lulas E. co/I. competentes.
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16. Preparaci6n de c6lulas E. co/I. competentes

C6lulas de E.  co/I. Novablue y BL21  se cultivaron en medio LB est6ril (10 gr de triptona, 5 gr

de extracto de levadura y 5  gr de Nacl por cada litro). Inicialmente se prepar6 un in6culo de

100 prl de bacterias (a partir de un stock de glicerol) a las cuales se le agreg6 5 ml de medio LB

est6ril y se incub6 toda la noche a 37°C con agitaci6n. Al dia siguiente este cultivo se agreg6 a

500 ml de medio LB est6ril. El cultivo se incub6 a 37°C hasta alcanzar rna densidad 6ptica de

0,6-0,8 a una longitud de onda de 600 nm. El cultivo se centrifug6 a 3500 x g por 10 minutos a

4°C y la pella se resuspendi6 en 250 ml de Nacl 10 mM est6ril y frio. Se volvi6 a centrifugar

en las condiciones antes descritas y las c61ulas se resuspendieron en 250 ml de Cac12 75 mM,

se mantuvieron en hielo durante 30 minutos y se volvieron a centrifugar. La pella de c6lulas se

resuspendi6 en 60 ml de Cac12 75 mM y glicerol 15% v/v, ambos est6riles y ffios. Las c61ulas

se  dejaron  en  hielo  por  3  h,  se  alicuotaron  en  tubos  Eppendorf est6riles  y  se  congelaron

fapidamente  en  etanol  con  hielo  seco  para  ser  fmalmente  almacenadas  a  -80°C  hasta  el

momento de su uso (Sambrook y col., 1989).

17. Transformaci6n de E. COJI. competentes

Un  volumen  de  100  Hl  de  c6lulas  competentes  previamente  descongeladas  y reposadas  en

hielo durante 30 min, se mezcl6 con 10 Lil del producto de ligaci6n y se incub6 por 30 min en

hielo. Luego se someti6 a un shock termico  a 42°C por  1  minuto y se incub6 en hielo por 2

minutos. A continuaci6n se agreg6 900 prl de medio SOC (Sambrook y col,  1989) est6ril   y se

incub6 en un agitador a 37°C y 200 rpm durante 60 min. Posteriormente se centrifug6 por  1

min a 2500 x g, se descart6 el sobrenadante y la pella se resuspendi6 en 200 Hl de medio SOC.

Esta suspensi6n se sembr6 sobre placas de agar LB que contienen ampicilina 50 pug/ml. En el

caso del vector p-GEM-T, se realiz6 una selecci6n por Ci-complementaci6n agregando 20 H1
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de X-GAL 50 mg/ml y 10 Hl de IPTG IM. Estas placas se incubaron invertidas durante toda la

noche en una estufa a 37°C.

18. Purificaci6n de ADN plasmidial

Para  la  extracci6n plasmidial  desde  c61ulas bacterianas,  se  comenz6  con 2-5  ml  de  cultivo

bacteriano incubado anteriormente toda la noche (8-10 horas con agitaci6n a 37°C). El cultivo

se centrifug6 a 5000 x g por 1-2 min para obtener una pella concentrada de bacterias. A partir

de  esta  pella  se  obtuvo   el  ADN  plasmidial  siguiendo  el  protocolo   suministrado  por  el

fabricante del kit Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).

19. Secuenciaci6n de ADN

Las muestras de ADN se secuenciaron usando el m6todo de Sanger modificado (Sanger y col.,

1977), utilizando  el Kit comercial Bigdye 2.0 fabricado por Perkin Elmer y un secuenciador

automatico ABI Prism 310 Genetic Analizer fabricado por Applied Biosystems. Para esto se

utilizaron  partidores   especificos  para  las   secuencias   que   flanquean  el  inserto   como   los

partidores PUC/M13 Fw y PUC/M13 Rv propios del vector PGEM-T. En algunas ocasiones se

utilizaron tambi6n los partidores propios de cada amplificado.

20. Analisis de secuencias

Las secuencias se alinearon, corrigieron y ensamblaron con el programa Vector NTI suite 8.0

obtenido de invitrogen. De la misma manera se realizaron algunos alineamientos utilizando el

programa  Clustalx.  La  comparaci6n  de  las  secuencias  con  la  base  de  datos  del  NCBI  se

realiz6 mediante el algoritmo BLASTN que compara la secuencia nucleotfdica contra rna base

de datos), BLASTX que compara la secuencia nucleotidica traducida en todos sus marcos de

lectura  (6)  contra  una  base  de  datos  de  proteinas  y  BLASTP  que  compara  la  secuencia
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aminoacidica contra una base de datos de proteinas (Altschul y col.,  1997). La btisqueda   de

dominios con funci6n conocida de proteinas se realizo mediante PSI-BLAST (Altschul y col.,

1997) e Intelpro (Mulder y col., 2005). Los drboles filogen6ticos se realizaron con el programa

Mega2     (Kumar  y  col.,  2001),  utilizando  el  m6todo  de  7£ez.gfebo#r-/.oz.#z.ng  (Saitou  y  Nei.,

1987).

21. Preparaci6n de proteinas recombinantes en E. COJI.

A. Inducci6n de ]a sintesi§ de proteinas recombinantes

La  proteina  de  cubierta  del  virus  se  expres6  en  c6lulas  E.   co/I.  BL21   DE3  previanente

transformadas  con  los  vectores  recombinantes  PGEX-6P-1-cp  y pET32a-cp.  Para inducir  la

expresi6n  de  las  proteinas,  50  ml  de  medio  LB  con  antibi6tico  (ampicilina  50  pug/ml)  se

inocularon con 1 ml de cultivo bacteriano correspondiente al clon. La mezcla se incub6 a 37°C

con rna agitaci6n de 200 rpm hasta alcarizar rna D.O.  de 0.5-0.7 a rna longitud de onda de

600 nm. Luego, se agreg6 el inductor IPTG a rna concentraci6n final de 1  mM y se continu6

con  agitaci6n  para  la  expresi6n  de  la  proteina  recombinante.  Para  evaluar  la  cin6tica  de

inducci6n, se tomaron muestras de 1 ml de inducci6n antes de agregar el inductor y cada hora

posterior  a  la  inducci6n,  hasta  completar  3  horas.  Una  vez  que  se  recolectaron  todas  las

muestras a analizar, 6stas se centrifugaron por 3 min a 5000 x g. La pella bacteriana obtenida

se resuspendi6  en 200  ul  de tamp6n PBS  con PMSF  1  mM.  Las muestras  fueron sonicadas

mediante 3 pulsos de  15  segundos cada uno. Los extractos obtenidos se centrifugaron por 10

min a 15000 x g a 4°C con el fin de separar la fracci6n proteica soluble de la insoluble. Ambas

fracciones  fueron  luego  analizadas  en  un  gel  de  poliacrilamida  al  12,5°/o  en  condiciones

desnaturantes.
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8- Electroforesis de proteinas en geles de poliacri]amida en condiciones desnaturantes

Las muestras proteicas a analizar se mezclaron con 1  volumen de tamp6n de carga 2X (Tris-

Hcl 62,5 mM pH 6,8; glicerol  10% v/v;  SDS 3% p/v; azul de bromofenol 0,00125% p/v; P-

mercaptoetanol   5%   v/v),   en   el   caso   de   las   fracciones   proteicas   insolubles   estas   se

resuspendieron directamente en  100 prl de tamp6n de carga 2X. Las muestras se calentaron a

100°C por 5 min y luego se cargaron en un gel de poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida-

SDS se prepararon seg`in Laemmli (1970). Estos constan de rna porci6n concentradora (Tris-

Hcl 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4% p/v;  acrilamida:bis-acrilamida (30:1) 4,5% p/v; TEMED 0,30/o

v/v; PSA 0,3% v/v) y una separadora (Tris-Hcl 1,5 M pH 8,8; SDS 0,4% p/v; acrilamida:bis-

acrilanida (30:1)  12,5% p/v; TEMED  0,3% v/v; PSA 0,30/o v/v).  La soluci6n de coinda del

gel  corresponde  a  tris-glicina.  (Tris-base  25  mM;  glicina   190  mM;  SDS  0,1%  p/v).  La

electroforesis  se realiz6  a un voltaje  constante  entre  100  y  120  volts hasta que  el  frente de

corrida  cay6  del  gel,  generalmente  entre  2  y 2,5  h.  Como  referencia  se  carg6  tambi6n  un

estindar de Invitrogen Be#chA4l¢7ifapresfoz.Hedpro/ez.# /czcJder que incluye tamafios de proteina

de  8,4 kDa hasta  176,5 kDa.  Posteriormente el gel se tifi6 en una soluci6n de tinci6n (5cido

ac6tico glacial  10% v/v; metanol 450/o v/v; azul de Coomassie 0,25% p/v) durante 20-30 min

con  agitaci6n  y se  destifi6  en la misma  soluci6n  sin colorante.  Los  geles  se  secaron  en un

secador modelo 543 Gel Dryer de la marca Bio-Rad a 80°C durante 40 min en condiciones de

vacio.

C- Puriflcaci6n de las proteinas recombinantes

50 ml del cultivo bacteriano inducido (ver secci6n 21A) se centrifug6 a 5000 x g a 4°C por 10

min.  La  pella bacteriana  obtenida  se  resuspendi6  en  4  ml  de  PBS  con  PMSF  1  mM  y  se

homogeniz6 con un sonicador mediante 3 pulsos de  1  min cada uno. La suspensi6n obtenida
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se centrifug6 a 14000 x g a 4°C por 15 min con el fin de separar la fracci6n proteica soluble de

la  insoluble.  La  proteina  recombinante  se  encontr6  en  la  fracci6n  insoluble  por  lo  que  se

determin6 su solubilidad en soluciones crecientes de urea (1 M-6 M) y N-lauroilo sarcosina de

sodio   o   sarcosil   (0,8%-2%).   Para   esto   se   resuspendi6   en   paralelo   la   pella   proteica

correspondiente a 200 ul de sonicado con  1  ml de PBS  IX con cantidades crecientes de urea

desde lM a 6M y de la misma manera con el tamp6n STE (Tris  10 mM pH 8,  150 mM Nac1,

1   mM  EDTA)  con  concentraciones  crecientes  de  sarcosil,  entre  0,8%  y  20/o.  Luego  de

determinada la concentraci6n 6ptima para solubilizar cada proteina recombinante, se procedi6

a  su purificaci6n.  En  el  caso  de  la proteina recombinante  TRX-CP,  se  utiliz6  1a resina  de

hiquel   agarosa  (Ni-NTA  His.Bind,  Novagen)   segin  las   indicaciones   entregadas  por  el

fabricante.  Esta  resina  tiene  alta  afinidad  por un  segmento  de  polihistidina  presente  en  la

proteina de  fusi6n.  Para purificar la proteina recombinante  GST-CP766  se  utiliz6  1a resina

91utati6n-sefarosa  segtin  esta  descrito  por Frangioni  y Neel  (Frangioni  y Neel,  1993).  Esta

resina tiene alta afinidad por la glutati6n-S- transferasa presente en la proteina de fusi6n. Las

proteinas  fueron  recolectadas  en  distintas  elusiones  de  las  columnas  con  concentraciones

crecientes de imidazol y glutati6n respectivamente como indica el fabricante.

Por  otra  parte  se  purific6  1a  proteina  GST-CP766  cortando  la  banda  correspondiente  a  la

proteina recombinante  (60,43  kDa)  desde  un  gel  de  poliacrilamida  al  10%  en  condiciones

desnaturantes con el fin de inyectarla en conejo para producir anticuerpos policlonales.

D- Concentraci6n de proteinas recombinantes

Se concentraron los eluidos obtenidos de la purificaci6n que contenian la proteina de inter6s

mediante  un  m6dulo  de  ultrafiltraci6n  con  agitaci6n  de  Amicon.  Este  sistema  utiliza  una
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membrana de exclusi6n por tamafio, en este caso de 10 KDa. Se hace presi6n con un gas inerte

(N2) a alta presi6n para concentrar la proteina de inter6s.

E- Determinaci6n de la concentraci6n de proteinas

La concentraci6n de proteinas en las fracciones purificadas se determin6 cargando cantidades

crecientes de proteina purificada (2  prl-10 prl) y comparindola con cargas de concentraciones

crecientes  de  BSA  (0,5   pug-8   pug)   en  un  gel  de  poliacrilamida  al   12,5%   en  condiciones

desnaturantes.

22.  Inmunizaci6n  de  ratones  y  conejos   con  proteina  recombinante  y  obtenci6n  de

anticuerpos monoclonales y policlonales

Se inyectaron 3 ratones Balb/c intraperitonealmente con aproximadamente 50 ug de proteina

en 200 Ill de una emulsi6n con adyuvante de Freund 1 : 1. La primera inyecci6n se realiz6 con

adyuvante de Freund completo y los refuerzos a los  14 y 30 dias se realizaron con adyuvante

de Freund incompleto. La sangria se realiz6 a los 40 dias posteriores a la primera inyecci6n y

se   evalu6   el   titulo   de   los   antisueros  mediante  ELISA  y   Wesfe77€   a/of  con  la  proteina

recombinante TRX-CP.

Para la fusi6n y producci6n de anticuerpos monoclonales se eligi6 aquel rat6n que present6 el

mejor titulo. Adicionalmente se inyectaron subcutaneamente 2 conejos con aproximadamente

500  ug  de  proteina  en  una  emulsi6n  con  adyuvante  de  Freund  1:1.   Se  realizaron  cinco

inmunizaciones  cada  15  dias,  la primera con adyuvante de Freund completo  y los refuerzos

con  adyuvante  de  Freund  incompleto.  Posteriormente  se  sangr6  el  conejo.  Finalmente  se

evalu6 el titulo de los liquidos asciticos y antisueros policlonales mediante ELISA y 7yesJer7i

b/o/.  Todo  el proceso para la obtenci6n de anticuerpos fue desarrollado  en colaboraci6n con

Juanita Bustamante de Bioschile IGSA.
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23. ELISA

A- ELISA para la titulaci6n de anticuerpos.

Se  utilizaron  placas   de   96  pocillos   con  fondo  plano   las   cuales   se  recubrieron  con  un

bioadhesivo obtenido de la cholga r4"/¢com);a czferJ (Burzio y col., 2000).  A cada pocillo se

agregaron 50 prl de rna soluci6n con 3  pug/ml del adhesivo y se incub6 30 min a temperatura

ambiente.  Luego  se elimin6  esta soluci6n y se sec6  1a placa 30 min a 37°C.  Para activar la

placa se agreg6 a cada pocillo 50 prl de rna suspensi6n con 10 pug/ml de proteina recombinante

purificada en PBS y se incub6 toda la noche a 4°C. Se bloque6 usando 350 prl de una soluci6n

caseina-sacarosa al 2% a 37°C por 1 h y se sec6 la placa a la misma temperatura y tiempo. A

continuaci6n se agreg6 50 ul de los sueros a analizar a cada pocillo en diluciones seriadas en

base  2,  con soluci6n de bloqueo, partiendo  con rna dilucion  1:4.  La placa se incub6  3  h  a

temperatura ambiente y posteriomente se lav6 3 veces con PBS-Tween 20 a 0,02% por 5 min

cada  vez.   Se  incub6   con  el   segundo   anticuexpo   anti-IgG  de  rat6n  o   de   conejo   segiin

corresponda,  conjugado  a fosfatasa alcalina desarrollado  en cabra (KPL),  con 50  prl  de una

` diluci6n  1:1000 en soluci6n de bloqueo por pocillo. Las muestras se incubaron por 30 min a

temperatura  ambiente  y  posteriomente  se  lav6  4  veces  como  se  indic6  anteriomente.  El

revelado    se    realiz6    incubando    50    Hl    por   pocillo    de    una    soluci6n    1    mg/ml    de

paranitrofenilfosfato ONPP) en tarnp6n FAL QTacl 100 mM, Tris 100 mM, Mgc12 5 mM; pH

9,5) a 37°C por 30 min. El revelado se detuvo agregando 50 prl de rna soluci6n de NaoH 3 N.

Finalmente la placa se ley6 a 405 nm en un lector de ELISA ELX 800 de Biotek Instruments

Inc.
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8- TAS-ELISA para la detecci6n de vides infectadas.

Se utilizaron los anticuerpos del kit comercial Bioreba y los anticuexpos desarrollados durante

esta tesis, contra la proteina de la capside del virus para la inplementaci6n de un TAS-ELISA

(Kerschbaumer y col.,1997).

Se activ6 una placa de 96 pocillos incubando a 37°C por 3h con 200 prl de rna diluci6n 1 :1000

del anticuexpo policlonal en tamp6n de captura (Na2C031,59 M, NaHC03 2,93 M, NaN3 0,2

M, pH 9,6) por pocillo. Se lav6 4 veces con 200 prl de soluci6n de lavado QTacl 8 M, KH2P04

0,2 M, Na2HP041,15 M, Kcl 0,2 M, Tween 20 0,5 M, NaN3 0,2 M, pH 7,4). Posteriormente

se incub6 1a placa con 200 prl por pocillo de un extracto de proteinas de vid (vcr secci6n 7),

toda la noche a 4°C.  Al dia siguiente se lav6 4 veces con 200  prl de tamp6n de lavado y se

incub6  con  el  segundo  anticuexpo  (monoclonal)  con  200  Lil  por  pocillo  de  rna  diluci6n

1 :15000 en tamp6n de conjugado (Tris 2,4 M, Nac18 M, PVP 20 M, Tween 20 0,5 M, BSA 2

M, Mgc12.6 H20 0,2 M, KC1 0,2 M, NIN3 0,2 M, pH 7,4) por 4 h a 37°C. Se lav6 4 veces con

soluci6n de lavado y se incub6 1a placa por 1  h a 37°C con un tercer anticuexpo anti-IgG de

rat6n producido en conejo y acoplado a fosfatasa alcalina obtenido de Pierce. Se utilizaron 50

ul del tercer anticuexpo  en rna diluci6n  1:7000 en tamp6n de conjugado.  Se lav6  la placa 4

veces con 200 Hl de tamp6n de lavado. Finalmente se revel6 incubando con 200 Hl por pocillo

de la soluci6n de revelado (ver secci6n 23-A) por 1 h 20 min a 37°C. La lectura de la placa se

realiz6 a 405 rm.
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24. Western blot

Las  muestras  de  proteinas  recombinantes purificadas  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 de 0,45 prm durante 1  h a 100 V en tampon de transferencia

(Tris-base  25  mM;  glicina  190  mM;  SDS  0,1%,  pH  8,  metanol  al  20%).  La membrana  se

bloque6  con  leche  descremada  al  5%  en  TBS-Tween  20  al  0,02%  durante  1  h.  Luego  se

incub6.con  el  primer  anticuelpo  diluido  1:500  en  el  caso  de  utilizar  el  suero  policlonal  y

1 : 1000 para el anticuerpo monoclonal. Estos se diluyeron en leche descremada al 5% en TBS-

Tween  20  al  0,02%  y  la  membrana  se  incub6  durante  1,5  h  a  temperatura  ambiente  con

agitaci6n.  Luego  se  lav6  3  veces durante  10-15  min cada con TBS-T 0,02%  y agitaci6n.  A

continuaci6n  se  incub6  con  el  segundo  anticueapo  (anti-IgG  de  conejo  o  anti-IgG de rat6n)

conjugado  a  fosfatasa alcalina en una diluci6n  i:3000  en leche descremada al 5%  en TBS-

Tween 20 al 0,02% por una hora. Luego se lav6 3 veces durante  10-15 min con TBS-Tween

0,02% y agitaci6n.

El revelado  se realiz6  incubando  la membrana en 20 ml de  solu6i6n  de revelado  o  tamp6n

FAL  QTacl  100  mM,  Mgc12  5  mM,  Tris  100  mM,  pH  9,5)  adicionada  con  los  sustratos

nitrobluetetrazolium  NET  (0.33  mg/ml)  y  5-bromo-4  cloro-3  indolidil  fosfato  BCIP  (0.17

mg/ml).  La membrana se mantuvo en esta soluci6n hasta que aparecieron bandas coloreadas.

La reacci6n se detuvo agregando tamp6n de detenci6n (EDTA 2 mM,  Tris 20 mM pH 7,4).

Las membranas se lavaron posteriormente con agua destilada.

25. Puriflcaci6n de inmunoglobulinas totales

De  acuerdo  al protocolo  descrito  por   Harlow y Lane  (1988),  5  ml  de  antisuero  policlonal

obtenido  de conejo  se  centrifugaron por 30 min  a 3000  x  g.  Posteriormente  se transfiri6  el
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sobrenadante  a un matraz  de  250  ml  y se  agreg6  suavemente  0,5  voldmenes  de  sulfato  de

amonio saturado. Se dej6 toda la noche a 4°C. Al dia siguiente la mezcla se centrifug6 por 30

min  a  3000  x  g.  El  sobrenadante  rescatado  se  transfiri6  a  un  nuevo  matraz  con  agitaci6n

magn6tica. Luego se agreg6 sulfato de amollio saturado hasta llegar a una concentraci6n final

del 50% de saturaci6n (0,5 volinenes del volumen inicial). Se centrifug6 nuevamente a 3000

x  g por  30  min y se  descart6  el  sobrenadante.  La pella  se resuspendi6  en  1,5  ml  de  PBS.

Finalmente  se dializ6  contra 3  cambios  de PBS  de toda la noche  y la soluci6n dializada se

centrifug6 para eliminar componentes remanentes del suero.

26. IC-RT-PCR

Se modific6 el protocolo descrito por Sefc (Sefc y col., 2000). Tubos Eppendorf de 0,6 ml se

incubaron con 50 prl de una diluci6n 1:500 de anticuerpo policlonal concentrado (vcr secci6n

25) o de una diluci6n  1:1000 de anticuexpo monoclonal en la soluci6n de captura OvaHC03

0,1N pH 9,5), por  lh 30 min a 37°C. Posteriormente se lavaron 3  veces los tubos con PBS-

Tween 20 0,05% y se incubaron con 50 lil de un extracto de proteinas de vid toda la noche a

4°C. Al dia siguiente se lav6 3 veces con PBS-Tween 20 0,05°/o. En el mismo tubo se hizo la

transcripci6n reversa en un volumen final de 45 prl. Se agregaron 2,5 prl de los partidores LC2

y LR3C629 (10 HM final) y 10 prl de agua DEPC a cada tubo. Se incub6 la mezcla a 72°C por

5 min. Luego de incubar en hielo por 5 min, se complet6 la mezcla de reacci6n agregando  10

prl del tamp6n 5X suministrado con la enzima, 4  lil de dNTP  (10 uM final), 25 unidades de

inhibidor de RNasa QNasin), 200 unidades de transcriptasa reversa M-MLV y agua DEPC.

La mezcla de reacci6n se incub6 por lh a 37°C.

La reacci6n de PCR se llev6 a cabo tomando 10 Hl de la reacci6n de transcripci6n reversa (50-

200 ng de ADN templado) a los que se agreg6 2,5 Hl de soluci6n PCR 10 X sin Mg, ajustando
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las concentraciones de sales con  1,2 prl de Mgc12 50 mM, 0,5  L[1 de Triton 5%, 3,6 prl de Kcl

l8mM,  4  Hl  de  mezcla  de  dNTP  10  mM,  2,5  prl  de  cada partidor  (LCIF  y  LC2R)  a  rna

concentraci6n 10 LiM, 0,5 Ill de Taq ADN polimerasa 5 U/ul y se complet6 a un voluinen final

de 50 Hl con agua miliQ est6ril. La incubaci6n en el termociclador se realiz6 como se explic6

anteriomente (secci6n 10).
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Ill. RESULTADOS

1. Selecci6n del material vegetal

Como se mencion6  en Materiales y M6todos se trabaj6 con los aislados 766,  817,  765,  664,

279 y 346 de distintas variedades de  yz.ds vz.#zrertz y provenientes de las regiones IV y RM de

Chile. Estas plantas fueron provistas y analizadas previamente en la Facultad de Agronomia de

la Uhiversidad de Chile, mediante ELISA (kit Agritest) y RT-PCR para certificar la infecci6n

con GLRav-3 y evaluar la presencia de otros virus. Todos los aislados salvo el 346, el cual se

utiliz6 como control negativo en ciertos ensayos por no estar infectado con GLRav-3, dieron

reacci6n positiva solo para GLRav-3. El aislado 766 fue seleccionado para ser amplificado y

secuenciado,  debido  a  la mayor  disponibilidad  de  material  infectado  de  este  aislado  y por

presentar mayor agresividad en la infecci6n. Los aislados 817, 765 y 664 solo se amplificaron

y  secuenciaron  parcialmente  en  ciertas  zonas  del  genoma,  con  el  fin  de  realizar  estudios

comparativos  entre  aislados  chilenos  de  GLRav-3.  Finalmente  los  aislados  279  y 346  solo

fueron    utilizados    para    ensayos    inmunol6gicos,    como    control    positivo    y    negativo

respectivamente por presentar rna carga viral muy alta el primero y el segundo por no estar

infectado con GLRav-3.

2. Extracci6n de ARN total de vid

La  extracci6n  de  ARN total  de vid  se realiz6  a partir  de  tejido  rico  en  floema,  sarmientos

lignificados  de vid,  como  se menciona  en Materiales  y M6todos.  Se  eligi6  este tejido  para

realizar la extracci6n ya que seg`in nuestro proveedor de material infectado, despues de probar

varios tejidos, este fue con el que se obtuvo mayor calidad y cantidad de ARN total QTicola

Fiore,  Facultad de Agrononda,  U.  de  Chile,  comunicaci6n personal).  Ademds este tejido  se
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encuentra disponible durante todo el afro, y la carga viral presenta menor estacionalidad que en

otros tejidos.

Como se puede apreciar en la Figura 4, el ARN ribosomal de vid se ve intacto. Se distinguen

de  manera nitida  las  distintas  bandas  ribosomales  y  no  se  aprecia  degradaci6n,  por  lo  que

podemos inferir que gran parte  del ARN viral  se encuentra en buenas  condiciones.  Ademas

para   confirmar   la   calidad   del   ARN   extraido,   se   realiz6   una   transcripci6n   reversa   y

amplificaci6n   por   PCR   con   partidores   especfficos   para   el   gen   de   la   enzima   malato

deshidrogenasa  de  vid  (MDH).   Estos  partidores   amplificaban  el  gen  con  intr6n  por  la

presencia  de  ADN  gen6mico  y  el  mensajero  de  este  gen  (Stewart  y  Nassuth,  2001).  Los

resultados  indicaron  que  se  obtuvo  una  banda  del  tamafio  esperado,  que  correspondia  al

ARNm (resultados no mostrados).

Figura 4: Analisis electrofor6tico de ARN total de vid.
Se observan las bandas correspondientes a los distintos ARN ribosomales en un gel de agarosa
al  1%.

3. Obtenci6n y amplificaci6n de ADNc viral

Una vez  verificada la integridad  del ARN  extraido  de vid  infectada,  este  se  someti6  a una

transcripci6n reversa como se describe en Materiales y M6todos con el fin de obtener ADNc
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viral.  Posteriormente  se  utilizaron  partidores  especificos  para  GLRav-3  obtenidos  de  la

literatun y otros disefiados basindose en la secuencia completa del genoma de un aislado de

USA disponible en GenBank y en base a las secuencias que se fueron obtehiendo (Tabla I).

Mediante  PCR  se  amplificaron  20  fragmentos  de  distinto  tamafio  del  aislado  766  que  se

sobrelapan  en  sus  extremos  (Tabla  1),  los  que  cubren  el  99,1%  del  genoma  del  vinis,

quedando  solo  por  secuenciar  alrededor  de  200  pb  en  la  region  3'  UTR,  como  se  puede

observar en la Figrra 5A. Estos anplificados fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa  donde  se  confirma  el  tamafio  esperado  de  los  frogmentos.  En  la  Figura  58,  se

muestran algunos ejemplos de anplicones obtenidos.

Figure 5. Amp[ificaci6n de] genoma de GLRav-3 mediante PCR.
A. Organizaci6n en el genoma de los distintos amplificados obtenidos mediante RT-PCR.  Se
muestran con flechas y barras  (en calipso y azul)  los  13  0RFs  descritos para el  genoma de
GLRav-3.  8. Analisis electrofor6tico en gel de agarosa al  1% de los aniplificados H (1.017
pb), A (546 pb), 8 (340 pb). IV® corresponde al estindar de tamafio de ADN en pb.
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4. Clonamiento, secuenciaci6n y anflisis del genoma viral

Confimado  el  tamafio  de  cada producto  de  PCR,  6stos  se purificaron  y  se  clonaron  en  el

vector PGEM-T, el cual se utiliz6 para transformar c6lulas competentes E.  co/I. NovaBlue. Los

clones recombinantes fueron analizados mediante digesti6n con endonucleasas de restricci6n,

mediante lo cual se confim6 el tamafio de los insertos clonados.  Se secuenciaron 2 veces en

ambos   sentidos   los   clones   recombinantes   obtehidos,   confirlnindose   la   validez   de   las

secuencias   obtenidas   al   ser   estas   100°/o   id6nticas   en  la  regi6n   de   sobrelapamiento.   Se

realizaron  alineamientos  de  nuestras  secuencias  con  la  secuencia  del  genoma completo  del

aislado  de USA disporible en GenBank,  obteniendose rna identidad superior al  90%  en las

secuencias que efectivamente correspondian a GLRav-3. Ademas se confim6 que cada uno

de los ORF estuviera en perfecto marco de lectura para los genes descritos (Ling y col., 1998 y

2004) y que estos fueran del tamafio esperado. Las secuencias obtenidas (Incluidas en solicitud

de  patente  en  preparaci6n)  fueron  ensambladas  con un  sobrelapamiento  minimo  de  50  pb,

utilizando el programa Vector NTI Suite 8 obtenido de hvitrogen.

Una vez obtenida la secuencia completa de la zona codificante del genoma del aislado 766, se

realiz6  un  analisis  bioinformatico  para  identificar  y  determinar  la  posible  funci6n  de  las

proteinas correspondientes a los  13  marcos de lectura abiertos  encontrados  en el genoma de

GLRav-3, basindose en la similitud con familias de proteinas, motivos y dominios conocidos.

Los resultados obtenidos confiman los dominios descritos anteriormente en la literatura (Ling

y col., 2004). Se detect6 un dominio de una proteasa tipo papaina, un dominio metiltransferasa

y  un  dominio  helicasa,  codificados  en  el  ORF  la.  EI  ORF  lb  codificaria para  rna  ARN

polimerasa dependiente de ARN. Un dominio HSP70 codificado por el ORF 4, y los dominios

CP  y Cpd codificados  en los  ORF  6  y 7 respectivamente.  Ahora en cuanto  a los  ORF que
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codifican para proteinas de funci6n desconocida se obtuvo que el ORF 3 codifican'a para rna

proteina  de  5  kDa  con  dominio  transmembrana  similar  a  pequefias  proteinas  hidrofobicas

encontradas en otros closterovirus, el ORF 5 para una proteina de 55 kDa con un 26% (E= e-

t°7)  de  similitud  respecto  a  una  proteina  de  movimiento  perteneciente  a  la  familia  de  las

proteinas de estres t6rmico QISP90), presente en el closterovirus Sweet potato chlorotic stunt

virus. EI ORF 2 y los ORF 8 a 12 codificarian para proteinas en las cuales no se encontraron

dominios descritos en otros virus.

Con el fin de estudiar la variabilidad gen6tica entre aislados chilenos y extranjeros disponibles

y  la  relaci6n  filogenetica  con  otros  virus  de  vid,  se  realizaron  alineamientos  y un  analisis

filogenetico a partir de las secuencias aminoacidicas conespondientes a la CP de los aislados

766,  664,  765  y  817  y  otros  closterovirus.  Los  resultados  que  se presentan  en  la Figura  6,

indican que los aislados 664, 766 y 765 son muy similares entre ellos y con el aislado de USA,

con  el  cual  presentan  una  identidad  a  hivel  nucleotidico  de  un  98%,  dato  obtenido  de  un

alineamiento  nucleotidico  entre  las  secuencias  de  la  CP  de  estos  aislados.  Sin  embargo,  el

alslado  817  se  encuentra  en  otra  rama  del  irbol  filogen6tico,  lo  que  indica  que  difiere  en

mayor grado de los demds alslados chilenos asi como tambi6n del aislado  de USA, con una

identidad  a  nivel  nucleotidico  de  un  94%  con  cada  uno  de  los  aislados  estudiados  (dato

obtenido de alineamientos nucleotidicos entre los aislados 817, 664, 766, 765 y el aislado de

USA).

De la misma manera se observa que el aislado brasilefio es el filogen6ticamente mss distante

de los anteriores, atn mas que el aislado 817.

Se desprende de los distintos  alineamientos nucleotidicos de la proteina de la capside de los

aislados  estudiados,  que  la mayoria de  las  diferencias  encontradas  se presentan  en  el tercer
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nucle6tido  de cada  cod6n (en un  74%  de los  casos),  lo  que  se traduce  generalmente  en un

canibio   de   aminoacido   del  mismo   grupo   aminoacidico   o   en  que  no   haya  cambio   del

aminoacido (datos no mostrados).

Los  resultados  tambi6n  indican  que  los  aislados  chilenos  analizados  son  filogen6ticamente

mas cercanos a aislados de GLRav-1, quedando en grupos mas distantes otros ampelovirus o

closterovirus como GLRav-5, Lchv-2 (Little cherry virus-2) y GLRav-2. El aislado frances

de GFLV que se utiliz6 como aislado filogen6ticamente no relacionado, es el que mas se aleja

de los demas como se esperaba, ya que este pertenece a la familia Comovz.rz.dcze.

Por otra parte,  como se mencion6 anteriomente,  se secuenci6 casi completamente el aislado

766,llegindose a un 99,1% del genoma,  faltando solamente por secuenciar alrededor de 200

nucleotidos en el extremo 3 '. El alineamiento nucleotidico de esta secuencia con el aislado de

USA mos entreg6 rna identidad de un 97%. Igualmente se obtuvo el 62,5% de la secuencia del

genoma  del  aislado  817.  Este  porcentaje  corresponde  a  dos  regiones  de  su  genoma,  3853

nucle6tidos   en  la  porci6n  donde  se   encuentra  la  poliproteina  (5'   poliproteina)   y  7341

nucle6tidos en la porci6n 3', abarcando desde la HSP70 hasta el ORF 10 (3' hsp70 a p20). En

la  Figura  7  se  muestran  los  resultados  de  los  alineamientos  de  las  regiones  5'  y  3'  antes

mencionadas para los alslados 766,  817 y el aislado de USA de GLRav-3  cuya secuencia se

encuentra disponible en Genbank. Se observa que el alslado 817 presenta mayor variabilidad,

en ambas regiones 5' y 3', que el aislado 766 comparado con el aislado de USA. La regi6n 3'

se presenta como la mas conservada entre estos aislados, sobretodo al comparar el aislado 766

con  el  de  USA,  con  un  98%  de  identidad  contra  el  94%  de  identidad  que  presentan  estos

aislados  al  compararlos  con  el  aislado  817.  La  regi6n  correspondiente  a  la  poliproteina

presenta mayor variabilidad que la regi6n 3 ' en cada una de las comparaciones realizadas entre
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estos  aislados.  Estos  resultados  confiman  que  el  aislado  817  es  el  que  mds  difiere  de  los

aislados chilenos, ya que los demds aislados son muy parecidos al de USA.

e284
CPJicoCP-7cOCP.76§CPJ3LFtavL9 (USA)CP®17CPJ3utavL3(Ibell)
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Figura 6. Re]aciones fi]ogeneticas generadas a partir de la secuencin aminoacldica de La
proteina de la chpside de distintos aislados de GLRav-3.
Los alineamientos de las secuencias se realizaron mediante el programa Clustalx y el drbol
filogerfetico fue construido con el programa MEGA 2.1, por el m6todo de neighbour-joining
con 55000 ieplicas de bootstrap. I.os ndmeros indican los resultados del bootstrap.
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Figura 7. Alineamiento de 2 regiones del genoma de GLRav-3.
Resultado de los alineamientos nucleotidicos de las regiones 5' en rojo y de la regi6n 3' en
naranjo de los aislados chilenos 766 y 817 y el aislado de GLRav-3 de USA. Los porcentajes
presentados conesponden a identidad entre los aislados comparados.

5. Clonamiento de] gen de la proteina de la cfpside en pGExrfp-I y en PET-32a

Se   disefiaron   los   partidores   especificos   en   base   a   las   secuencias   obtenidas,   sentido

LR3CpexpFl  y  antisentido  LR3CpexpR1,  para  el  gen  que  codifica  para  la  proteina  de  la

capside.    Estos   partidores   contenian   sitios   de   restricci6n   en   sus   extremos   para   las

endonucleasas  BamH  I  y  IVof  I  respectivamente,  esto  con  el  prop6sito  de  clonar  el  gen
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amplificado por PCR a partir de .ADNc del aislado 766 en la orientaci6n correcta y en marco

de lectura con los genes de fusi6n de cada vector de expresi6n. El producto de PCR obtenido

fue   purificado   y   clonado   en   el   vector   p-GEM-T.   Se   verific6   mediante   digesti6n   y

secuenciaci6n la presencia del gen de inter6s  en los clones positivos para luego realizar rna

digesti6n  preparativa  con  las  enzimas  antes  mencionadas.  El  producto  de  la  digesti6n,  de

aproximadamente  950  pb,  se purific6  desde  un  gel  de  agarosa  y  se  lig6  a  los  vectores  de

expresi6n bacteriana PGEX-6P-1 y pET32-a, previanente digeridos con las mismas enzimas y

luego desfosforilados. C61ulas E.  co/z. Novablue se transformaron con las mezclas de ligaci6n,

y los  clones  que poseian inserto  fueron confirmados  mediante digesti6n con endonucleasas,

obteni6ndose un fragmento de aproximadamente 942 pb esperado, 1uego de electroforesis en

un gel de agarosa (Figura 8). Luego, los vectores recombinantes PGEX-6P-1-cp y PET-32a-cp,

se  utilizaron  para  transformar  c61ulas  competentes  A.   co/z.  BL21(DE3)   disefiadas  para  la

expresi6n de proteinas.

Figura    8.    Analisis    electrofor6tico    de    fragmentos    liberados    desde    plasmidios
recombinantes con el gen cp766.
(1) PGEX-6P-1-cp digerido con Bcz7"H I y IVof I, (2) PET 32a-cp digerido con Bcz"H I y jvof I.
En anbos casos  se observa la banda esperada para el fragmento  liberado correspondiente al
gen de la proteina de la capside de 942 pb, y los vectores linearizados. Se emplearon geles de
agarosa al 10/o. IV® corresponde al estindar de tamafio de ADN en pb.
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6. Expresi6n en E. co/I. y purir]caci6n de la proteina de la cipside recombinante

Se utilizaron como  se menciond anteriormente dos vectores de expresi6n.  Las c6lulas BL21

trausfomadas con el vector pET32a-cp produjeron rna proteina de fusion entre la proteina de

la capside y tiorredoxina A de E.  co/i. (TRX), tambien codificada por el vector (Figura 9). Para

el caso del vector PGEX-6P-1 -cp se obtuvo la proteina recombinante como una fusion entre la

proteina  de  la  chpside  y  la  glutati6n-S-transferasa  (GST),  tanbi6n  codificada  en  el  vector

Q7igura  9).  Las  proteinas  GST-CP  y  TRX-CP  fueron  utilizadas  para  inmunizar  animales  y

evaluar los anticuexpos obtenidos respectivamente.

Figura 9. Esquema de la expresi6n de ]a pi.oteina de ]a capside recombinante utilizando
los plasmidios PET-32a y pGExrfp-1.
El  gen  la  proteina  de  la  capside  de  GLRav-3  seleccionado  en  esta  tesis  se  clone  en  los
vectores   de   expresi6n  procarionte  PET-32a  y  PGEX-6P-1   los   cuales  permiten  obtener
proteinas recombinantes en fusi6n con tioredoxina y glutati6n-S-transferasa respectivalnente.
La expresi6n  esth controlada por los promotores  T7  Lac y  Ptac  y la expresi6n  de  T7  ARN
polimerasa en E. co/z. BL21 esta controlada por un promotor inducible por IPTG.
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Se  seleccionaron clones  BL21  recombinantes para el  gen de  inteies en ambos vectores y se

indujeron con IPTG para expresar la proteina recombinante tal como se describe en Materiales

y  Mctodos  (secci6n  21A).  Las  fracciones  proteicas  obtehidas  se  analizaron  en  geles  de

poliacrilanida  donde  se  observa  una  alta  expresi6n  de  la  proteina  de  fusi6n  en  anbos

sistemas, llegando a un ndximo 3 horas despots de agregado el inductor (datos no mostrados).

La proteina de fusion con GST tiene un tamafio de 60,4 kDa, correspondiente a la suma de la

proteina de cubierta de 34,4 kDa y GST de 26 kDa (Figura loA). Asimismo para la proteina

de fusion con tiorredoxina se obtuvo una proteina de 52,4 kDa, conespondiente a la suma de

la  proteina  de  inteies  de  34,4  kDa  y  TRX  de  18  kDa  (Figura  loo).  Ambas  proteinas  se

detectaron  en  la  fracci6n  insoluble  del  extracto  bacteriano,  debiendose  solubilizar  para  su

posterior purificaci6n.

Figura 10. Ani]isis electroforetico de La cin6tica de inducci6n de ]a proteina de cubierta
recombinante.
Bacterias  transformadas  con  los  vectores  PGEX-6P-1-cp  (A)  y  PET  32-a-cp  (8)  fueron
inducidas  mediante  IPTG  a  expresar  la  proteina  recombinante  colTespondiente.  Fracciones
proteicas de E.  co/z. BL21(DE3) solubles (Sobrenadante) e insolubles (Pella) fueron analizadas
a distintos tiempos (en horas) de inducci6n, en geles de polacrilamida al 12,5% en condiciones
desnaturantes. Std: estinder de peso molecular de proteinas en kDa.
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La proteina  GST-CP  se  solubiliz6  con concentraciones  crecientes  de  sarcosil  desde  0,8%  a

2%, encontrandose la mayor cantidad de proteina soluble en la fracci6n con sarcosil  1 %. Esta

concentraci6n fue utilizada en su posterior purificaci6n mediante una columna de afinidad de

glutati6n  sefarosa,  la  cual  tiene  gran  afinidad  por  GST  presente  en  la  proteina  de  fusion

recombinante.  A  su vez,  la proteina TRX-CP se solubiliz6 con distintas concentraciones de

urea,  desde  I  M  hasta  7  M.  La  concentraci6n  6ptima  utilizada  en  la purificaci6n  con  una

columna de afihidad niquel-agarosa fue urea 5 M. Esta columna tiene alta afinidad por las 6

histidinas  presentes  en  la  proteina  de  fusion  recombinante.  La  proteina  recombinante  es

retenida en la columna, eliminindose en la frocci6n no retenida y en los lavados la mayoria de

las otras proteinas del extracto (ver Figura  11).  La proteina recombinante  TRX-CP  se eluy6

de la columna a concentraciones entre 50 mM y loo mM de imidazol. ha proteina GST-CP, se

eluy6 de la columrm de afinidad a una concentraci6n de 10 mM de glutati6n reducido.

B
Std     EC      NR     LI      L2       L4        L6      EI      E2       E3                   Std     EC        NR      L4       L7        EI      E3       E5       E7      E9

-**gr

80-=t=-`-%=p
-        36-  -

24_ -.

Figura 11. Anflisis eLectrofor6tico de ha purificaci6n parcial de ]a proteina recombinante
de cubierta viral.
Las  proteinas  recombinantes  GST-CP  y TRX-CP  fueron purificadas por medio  de  la resina
glutati6n-sefarosa  (A)  y  la  resina  niquel-agarosa  (8)  respectivamente.  EC  corresponde  al
extracto  crudo  de  proteinas  bacterianas;  NR  corresponde  a  la  frocci6n  no  retenida  por  la
resina; L conesponde a distintos lavados a los que se somete la resina para eliminar la fracci6n
proteica unida inespecificanente. E conesponde a las elusiones de las proteinas recombinantes
a una concentraci6n de 10 mM de glutati6n redueido en A y con concentraciones crecientes de
imidazol (50 mM a 100 mM) en 8. En rojo se muestra la elusi6n con mayor concentraci6n de
proteina parcialmente purificada. Std: estindar de tamafio molecular de proteinas en kDa.
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Posterior  a  la purificaci6n,  las  proteinas  recombinantes,  se  concentraron  en  un  m6dulo  de

ultrafiltraci6n con agitaci6n obtenido de Amicon (ver Materiales y M6todos).

Para estimar la concentraci6n de las proteinas parcialmente purificadas se analizaron alicuotas

de   estas   fracciones   de   elusi6n   en   un   gel   de   poliacrilamida  junto   con   un   patr6n   de

concentraci6n conocida de BSA y se compar6 1a intensidad de las bandas. Seg`in estos datos

se detelmin6 una concentraci6n de 0,7 Hg/prl para la TRX-CP y de 0,5  Llg/Ill para la GST-CP

en 1,5 ml y 1,8 ml totales respectivamente.

7. Obtenci6n y caracterizaci6n de anticuerpos contra la proteina de la capside

a- Anticuerpos policlonales en conejo

Para  la  producci6n  de   anticuexpos  policlonales,   la  banda  correspondiente   a  la  proteina

recombinante  GST-CP  de  60,4  kDa  se  escindi6  desde  un  gel  de  poliacrilamida  como  se

describi6  en Materiales y M6todos.  La proteina se distribuy6  en  10 dosis iguales  de 450 Hg

cada una y se inmunizaron 2 conejos con 5 dosis cada uno. Una vez terminado el proceso de

inmunizaci6n,  los sueros  obtenidos  se analizaron mediante ELISA y  Wesfer7z  b/of,  contra la

proteina recombinante TRX-CP para determinar su tfulo y especificidad. En la Figura 12A se

muestran   los   resultados   del   ELISA   para   TRX-CP.   Estos   indican   que   los   anticuerpos

policlonales     desarrollados     contra     GST-CP     reconocen     especificamente     la    proteina

recombinante, descartando el reconocimiento de GST por si solo. Ademds se observa rna alta

reactividad  en  los  sueros  policlonales  y  no  asi  en  los  sueros  preinmunes.  Alnbos  sueros

policlonales presentan un excelente titulo, siendo levemente mejor el del anticuelpo obtenido a

partir del conejo A (alrededor de  1/4000). Para confimar la especificidad de los anticuerpos

estos se analizaron mediante  Wesfem b/of,  utlizando en cada caso  1,4 ng de antigeno.  Como

se  observa  en  la  Figura  128,  los  anticuelpos  policlonales  del  conejo  A  (anticuerpo  A)
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reconocen  la proteina  recombinante  TRX-CP  de  52,4  kDa  y  la proteina  GST  de  26  kDa,

utilizada como control.  Sin embargo  la intensidad de  la banda correspondiente  a la GST es

menor. Resultados muy similares se obtuvieron al utilizar el anticuerpo policlonal obtenido del

conejo 8 (datos no mostrados).

En base a los resultados obtenidos se seleccioho el suero policlonal obtenido del conejo A para

los ensayos posteriores de inmunodetecci6n por presentar este un mejor titulo.

AB

std   I       2-80kDa-

3

-P Inn A2j -Con¢oA 61 kDa-     ,I           .
f2 -P. Ire. 8 48 kDa-
t=§lj6 i- Conqlo 8 36 kDa-                    i

dlOj0 24 kDa_
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Dh]ci5n de suefos en base 2.

Figura  12.  Anilisis  de  Los  anticuerpos  poLicLona]es  contra  CP-766  mediante  ELISA  y
Western blot.
A.  Titulaci6n  de  antisueros  policlonales  anti-GST-CP-766  mediante  ELISA.  Se  utiliz6  la
proteina recombinante TRX-CP para evaluar la respuesta immune contra la CP-766. P.Inn. A
y 8:  Suero preinmune de los conejos A y 8.  Conejo A y 8:  Respuesta de los conejos A y 8
despu6s de la quinta inmunizaci6n. 8. Analisis mediante  Wef/er7e b/a/ del suero A policlonal
contra CP-766. (1 ) TRX-CP-766, (2) GST, (Std) estindar de peso molecular de proteirms.

b- Anti€uerpos monoclonales en rat6n

La  proteina  recombinante  purificada  GST-CP  se  inyect6  en  ratones  con  el  fin  de  obtener

anticuelpos  monoclonales.  Luego  de  evaluar  mediante  ELISA  los  sobrenadantes  de  fusion

completa, contra las proteinas TRX-CP y GST, se obtuvieron 22 sobrenadantes de hibridomas

especificos  contra  la  proteina  de  la  capside.  Estos  fueron  analizados  mediante  ELISA  y
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Wresfem bJo/, contra la proteina TRX-CP (dates no mostrados),  lo que permiti6 seleccionar 4

clones  que presentaban un mayor titulo y no mostraban bandas  inespecificas.  Finalmente  se

obtuvieron los fluidos asciticos correspondientes.  Estos 4 anticuerpos 5A5, 2Irs,  8G5 y 7H3

fueron evaluados nuevamente mediante ELISA y Wesfer# a/a/ contra la proteina recombinante

TRX-CP para determinar su titulo y especificidad. En la Figura 13 se observan los resultados

del  ELISA  utilizando  como  antigeno  TRX-CP  con  el  fin  de  descartar  el  reconocimiento

inespecifico de epitopos de la proteina GST. El resultado de este analisis indica que cada uno

de  los  anticueapos  reconoce  especificamente  la  proteina  recombinante  y  posee  un  tfulo

adecuado,   destacando   los  monoclonales   5A5   y  7H3,   que  presentan  un  titulo  mayor  a

1/100000.

32,5E2

-
-Preinmune-7H3

?,,5 -5A5
E!10,50

-8G5-2D6

0          2          4          6          8         10        12        14        16

Diluci6n de liquidce aeeiticos en base 2

Figura   13.   Determinaci6n   del   titulo   de   anticuerpos   monoclona]es   contra   CP-766
mediante ELISA.
El  analisis  de  los  anticuexpos  monoclonales  7H3,  5A5,  8G5  y  2D6  se  realiz6  utilizando  la
proteina recombinante TRX-CP purificada como antigeno.

Posteriomiente estos resultados fueron confimados mediante Fyes/er» A/a/ utilizando en cada

caso  I,4  ng  de  antigeno,  como  se  aprecia en la Figura  14.  Aqui  se puede  observar  que  los

anticuerpos reaccionan de manera especffica contra la protctna TRX-CP  de  52,4  kDa y no

contra la proteina de fusion (GST) de 26 kDa ni contra la proteina de cubierta del virus Fleck
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de vides, utilizada como control negativo.  Esto conobora la especificidad de los anticuexpos

obtenidos. Cabe destacar que en el  Wesfer# b/of correspondiente al anticuerpo 5A5 se detecta

rna banda de menor tamafro que podria corresponder a productos de degradaci6n o productos

incompletos de expresi6n que contienen el epitopo de la CP.

Figure 14. An£Iisis de ]os anticuerpos monocLona]es obtenidos mediante Fyes/ere A/ol
Respuesta de los anticuerpos monoclonales 5A5, 8G3, 2D6 y 7H3 contra TRX-CP purificada
(1), GST (2) y la proteina de la capside de GFkv (3).  Std corresponde a estindar de tamafio
moleculal. de proteinas en kDa.

8. Detecci6n de vides infeetadas con GLRav-3

Nuestra intenci6n en este trabajo como se menciond anteriomente, fue la de desamollar un

m6todo  eficiente  de  inmunodetecci6n  para el  GLRav-3.  Con  este  prop6sito  se  disefiaron  y

ensayaron 2  m6todos  de detecci6n basados en anticuerpos, uno usando  la tecnologia TAS-

ELISA  y  otro  basado  en  la  tecnologia  IC-RT-PCR.  Para  esto,  una  vez  caracterizados  los

anticuerpos   policlonales   y   monoclonales   obtenidos,   se   procedi6   a  realizar  pruebas   de

detecci6n del virus GLRav-3  en tejido infectado de vid mediante estos dos m6todos para asi

evaluar la eficiencia de los  anticuerpos desanollados y determinar la mejor combinaci6n de

estos.
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8.1. Detecci6n de GLRav-3 en wides mediante ELISA

Previo a los ensayos de detecci6n, se detemin6 1a concentraci6n 6ptima de antfgeno, es decir

la relaci6n de tejido infectado y tamp6n de extracci6n de proteinas a utilizar, determinindose

en   1:4   de   tejido:tamp6n   para   la   extracci6n   de   proteinas   Qesultados   no   mostrados).

Posteriormente se determin6 la diluci6n 6ptima del extracto a utilizar. Para esto se utilizaron

distintas diluciones del extracto proteico de vid infectada y se analizaron mediante ELISA. Las

pruebas se realizaron con el kit comercial Bioreba y con el kit prototipo desarrollado durante

esta tesis.  Los resultados  (no mostrados) revelaron que la diluci6n 6ptina a utilizar era rna

1 :5 del extracto original.

a. Analisis y caracterizaci6n del anticuerpo policlonal contra GLRav-3

Estos ensayos se realizaron en colaboraci6n con el Ing. Agr. Nicola Fiore de la Facultad de

Agronomia de la Universidad de Chile. Se realiz6 rna titulaci6n del suero policlonal anti CP-

766 procedente del conejo A mediante ELISA con un extracto proteico de vid infectada con

GLRav-3. El titulo se estim6 en alrededor de  1/15000 (hg. Agr. Nicola Fiore, comunicaci6n

personal).  Ademas  se hicieron ensayos para deteminar si  habia reacci6n cruzada con otros

virus. Para esto se utilizaron plantas sanas y plantas infectadas con los virus GVA, GLRav-1,

GLRav-2,  GFLV,  GFkv  y TORSV.  Asimismo  se utiliz6  el kit  comercial  de Agritest como

control  positivo,  y  su  anticuerpo   secundario  conjugado.  No  hubo  reacci6n  cruzada  con

ninguno  de  estos  pat6genos  virales  (Ing.  Agr.  Nicola  Fiore,  comunicaci6n  personal).  Los

resultados con plantas no infectadas mostraron una lectura muy similar a la obtenida usando

solo   el   tamp6n  de   extracci6n.   Estos  resultados   confirman   el   excelente  titulo   y  la  alta

especificidad de este anticuerpo.
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b. Ani]isis y caracterizaci6D de ]os anticuerpos monoclonales contra GLRav-3

Se  titularon  y  evaluaron  los  distintos  anticuerpos  monoclonales  obtenidos  contra  vides

infectadas  con  GLRav-3.  Para  esto  se  utilizaron  extractos  proteicos  de  la  planta  control

positivo  279  y  la  planta  control  negativo  346.  Se  evaluaron  distintas  diluciones  de  los

anticueipos  a  ensayar  (I:2048  a   1:65536).   Se  utiliz6  rna  diluci6n   1:1000  del  antisuero

policlonal obtenido, para asegurar rna eficiente inmunocaptura en el ELISA, pese a tener 6ste

un titulo mucho  mds alto y finalmente un tercer anticuerpo acoplado a FAL. ha Figura  15

muestra claramente que el monoclonal 5A5 es el que tiene un mejor titulo, sin presentar una

disminuci6n  de  la  serial,  incluso  a  una  diluci6n  de   1:65000.  A  pesar  de  que  los  demds

anticuerpos  reconocen  tambien  la  proteina  reeombinante  purificada,  con  buenos  titulos,

estimados en aproximadanente  1 :2000,  su reactividad con extracto de vid es mucho menor

que la del anticuelpo 5A5.   Es por esto que para los posteriores ensayos de detecci6n viral, se

selecciond este anticuexpo.

Figure 15. Eva]uaci6n y titulaci6n de antiouelpos monoclonales utilizando tejido de vid
infectada con GLRav-3 mediante TAS-ELISA.
El  analisis  de  los  anticuerpos  monoclonales  5A5,  8G5,  2D6 y  7H3  se realiz6 utilizando un
extracto proteico de vid infectada con GLRav-3 del aislado 279.

45



8.2. Detecci6n de GLRav-3 en vides mediante IC-RT-PCR

a. Evaluaci6n de los anticuerpos monoclona[es y policlonales

Para llevar a cabo los ensayos de inmunocaptura RT-PCR (IC-RT-PCR) se seleccionaron dos

partidores  antisentido  especificos para la transcripci6n reversa (LC2 y LR3C629) de manera

de asegurar la obtenci6n de ADNc correspondiente a la zona que se pretende amplificar por

PCR.  Para  la  reacci6n  de  PCR  se  utiliz6  la  pareja  de  partidores  Lcl   y  LC2  1os  cuales

amplifican una zona de 546 pb en la HSP 70 viral, regi6n conservada dentro del genoma. Esta

pareja de partidores se caracteriz6  por amplificar el fragmento esperado en todos los aislados

del virus GLRav-3 analizados.

Por otra parte,  se decidi6 purificar y concentrar las inmunoglobulinas totales de una alicuota

de  5  ml  de  antisuero  policlonal  obtenido  del  cone].o  A para utilizar  en  estos  ensayos  (Vcr

Materiales  y  M6todos),  de  manera  de  desechar  otros  componentes  del  antisuero  que  no

correspondian   a  inmunoglobulinas,   para  lograr  una  mejor  inmunocaptura  y  una  mejor

definici6n.  Los  resultados  de  la IC-RT-PCR con  anticuerpo  policlonal  concentrado  y suero

policlonal  se muestran en la Figura  16,  donde se observa que  la banda esperada de  546 pb

aumenta  considerablemente  en  intensidad  usapdo  el  anticuelpo  concentrado,  y  a  la  vez  se

puede apreciar que no hay captura de la particula viral al utilizar el suero preinmune de conejo

(control  negativo).  Cabe  destacar  que  al  parecer  rna  cantidad  minima  de  virus  se  estaria

adhiriendo al tubo por si solo, ya que se observa la banda esperada en el carril que contehia

solo la planta infectada, sin inmunocapturar (Figura 16A, carril 4).

De la misma forma se hicieron ensayos de IC-RT-PCR con el  antisuero policlonal obtenido

del conejo 8 en una diluci6n 1 :500 y con 2 monoclonales obtenidos en rat6n, utilizados en una

diluci6n  1:1000.  Las concentraciones utilizadas se eligieron en base al articulo de Sefc y col.

46



(2000),  para  asegurar  rna  eficiente  inmunocaptura  del  virus,  pese  a  que  estos  anticuexpos

presentaban  un  titulo  mayor.  Se  eligieron  los  monoclonales  5A5  y  8G5  por  ser  los  que

presentaron mayor titulo G]igura 15). Los resultados se observan en la Figura 168 en donde se

aprecia  que  los  anticuexpos policlonales  procedentes  del  conejo  8  reconocen y  capturan la

particula viral de GLRav-3, y no asf el suero preinmune de estos. Por otra parte el monoclonal

5A5  es muy eficiente para inmunocapturar,  se  observa la banda esperada muy intensa, mas

aun que  con el anticuerpo policlonal concentrado.  Sin embargo  al realizar la inmunocaptura

con el anticuerpo monoclonal 8G5 no se observan bandas.

En  base  a  los  resultados  obtenidos,  se  seleccionaron  el  anticuexpo  policlonal  concentrado

proveniente del conejo A y el anticuerpo monoclonal 5A5. como reactivos de captura viral, en

el desarrollo de ensayos de detecci6n con plantas infectadas con GLRav-3, plantas infectadas

con otros virus y plantas sanas.

Figura 16. Evaluaci6n de anticuerpos policlonales y monoclonales mediante IC-RT-PCR.
A. Analisis de la respuesta en la inmunocaptura con el anticuerpo policlonal sin concentrar (1)
y concentrado (2). Los carriles 3 y 4 corresponden a la inmunocaptura con suero preinmune y
sin  anticuerpo,  respectivamente.  El  control  positivo  del  PCR  se  observa  en  el  carril  5.  8.
Analisis del antisuero policlonal obtenido del conejo 8 y de los anticuexpos monoclonales 5A5
y  8G5.  (1),  antisuero  policlonal  concentrado  A  utilizado  como  control  positivo.  (2)  y  (4)
sueros preinmunes de los conejos A y 8 respectivanente. (3), antisuero policlonal 8. (5) y (6)
anticuexpos  monoclonales  5A5  y  8G5  respectivemente.  (7),  control  positivo  del  PCR.  IV®
corresponde al estindar de tamafio de ADN en pb.
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b. Anflisis de reacci6n cruzada con otros virus mediante IC-RT-PCR

Se evaluaron plantas infectadas con GLRav-1, GFLV y GLRav-3 como control positivo.

En el caso de GLRav-1,  se seleccionaron los partidores antisentido LRICPRl  y LRICPR2,

utilizados  en  la  misma  reacci6n,  para  la  transcripci6n  reversa  y  la  pareja  LRICPFl   y

LRICPRl  para  el  PCR,  que  anplifican un  fragmento  de  502  pb.  En  el  caso  de  GFLV  se

utilizaron los partidores degenerados M2F y M4R, que amplifican un fragmento de 814 pb.

Los   virus   fueron   inmunocapturados   con   el   anticuexpo   policlonal   y   con   el   anticuerpo

monoclonal 5A5. Los resultados preliminares obtenidos indican que no hay reacci6n cruzada

del  anticuexpo  policlonal  (Figura  17A)  ni  del  monoclonal  5A5  (Figura  178),  con  plantas

infectadas  con  GLRav-1  ni  tampoco  con plantas  infectadas  con  GFLV.  Sin embargo  en  la

evaluaci6n  de  este  hltimo  virus  con el  anticuerpo  policlonal,  se  puede  observar rna banda

inespecifica de alrededor de 1000 pb, que no corresponde al tamafio esperado del amplificado

de GFLV.

Figura   17.   Anflisis   de   posible   reactividad   cruzada   de   anticuerpos   policlonales   y
monoc]onales en vid infectada mediante IC-RT-PCR.
A.  Analisis  de  reacci6n  cruzada  del  antisuero  policlonal  A  y  8  del  anticuexpo  monoclonal
5A5.  (1),  vid  infectada  con  GLRav-3.  (2), vid  sana.  (3), vid  infectada con  GFLV.  (4),  vid
infectada con GLRav-1. (IV®), estindar de tamafio de ADN en pb.
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8.3. Prueba flnal de muestras desconocidas mediante ELISA e IC-RT-PCR

Una vez caracterizados los anticuerpos desarrollados y las condiciones de su uso, se analizaron

mediante  ELISA  e  IC-RT-PCR  6  muestras   de  vid  de  condici6n  sanitaria  desconocida.

Posteriormente se evalu6 la concordancia de los resultados obtenidos por ambos m6todos y se

compar6  con  la  infomaci6n  fitosanitaria  que  mos  entreg6  nuestro  proveedor  de  material

infectado.

a. Diagn6stico mediante ELISA

En este ensayo se utiliz6 nuestro kit de ELISA prototipo, que consiste en utilizar el anticuexpo

policlonal  A  como  primer  anticuexpo,  el  monoclonal  5A5  como  segundo  anticuerpo  y  un

tercer anticuerpo conjugado con FAL Q'ierce). Asimismo en forma paralela, se utiliz6 un kit

de  detecci6n  comercial  @ioreba)  para  GLRav-3  desarrollado  en  Suiza.  Ademas  de  las  6

muestras problema se utilizaron los controles positivos tolanta 279) y negativo ®lanta 346) de

infecci6n,  asi  como  una planta infectada  con  el  virus  GFLV para  confirmar  que  no  existe

reconocimiento  de  este  virus  por nuestros  anticuexpos.  De  la misma manera,  se  realiz6  un

control con el kit prototipo,  sin antigeno,  y otro  agregando solamente el segundo  anticuerpo

5A5, para evaluar la posibilidad de reconocimiento inespecifico, asi como para medir la sefial

basal de la reacci6n al utilizar el kit prototipo. En cada uno de estos casos se revel6  con un

tercer anticuelpo acoplado a fosfatasa alcalina. Los resultados obtehidos, como se aprecia en

la Figura  18,  muestran que  el  control positivo  (279) posee rna sefial  muy intensa y que  el

control  negativo  por  el  contrario,  no  presenta  mayor  sefial.  Asinismo  en  todos  los  demds

controles  negativos   se   observa  rna  sefial  muy  baja,   cercana  al  blanco   (tamp6n  FAL).

Igualmente  los  resultados  indican  que  en  las  muestras  desconocidas,  solo  hay  rna  sefial

considerable para la planta 4, lo que indica que estaria infectada con GLRav-3. El resto de las
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muestras tienen serfues de la misma inteusidad que los controles negativos. Lo interesante es

que esta planta es solo detectada por nuestro kit prototipo, y no por el kit comercial Bioreba, lo

que  indicaria  que  nuestro  procedimiento  seria  mds  sensible  para  la  detecci6n  del  aislado

chileno de GLRav-3 utilizado. De la misma manera la sefial en el control positivo ®lanta 279)

es  muy  superior  al  utilizar  el  kit  prototipo,  comparado  con  el  kit  comercial.  Esta  es  una

indicaci6n adicional de la mayor sensibilidad del test prototipo.  Se observa igualmente que la

serial obtenida con nuestro control positivo es mucho mds intensa a la obtenida para la planta

4. Por otra parte, la sefial obtenida al utilizar como antigeno el extracto proteico con GFLV es

similar   a  los   controles   negativos,   descartando   que  haya  reacci6n  cmzada  de  nuestros

anticuelpos con GFLV. Esto indica que la especificided del test prototipo es igual o mejor a la

del test comercial.

Figure 18. Diagndstico de muestras prob]ema mediante ELISA.
Se analizaron distintas muestras de vid de condici6n sanitaria conocida y desconocida (I  a 6)
utilizando un kit comercial Bioreba y el kit prototipo.  Se utilizo el aislado 279 como control
positivo y el aislado 346 como control negativo.  Igualmente  se evalu6 la respuesta a GFLV,
sin planta, solo tampon FAL y solo el monoclonal 5A5. Cada muestra se analiz6 en duplicado
y se indica la desviaci6n estandar.
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b. Diagn6stico por IC-RT-PCR

En este tiltimo ensayo se evaluaron las 6 muestras problema, ademas se compar6 la eficiencia

para inmunocapturar del  anticuerpo  policlonal  comercial  Bioreba  contra  GLRav-3,  con  los

anticuexpos obtenidos en este trabajo, para asi poder evaluar la eficiencia de los anticuexpos,

fi-ente  a  uno  comercial.  Al  realizar  la  inmunocaptura  con  el  anticuexpo  monoclonal  5A5

Q7igura 19A), se observa la banda esperada de 546 pb en la planta 4,1o que concuerda con el

resultado obtenido por ELISA, pero ademas esta banda aparece de manera mas tenue para la

planta 6. Es decir seg`in este ensayo estarian infectadas la plantas 4 y 6. En la Figura 198 que

muestra los resultados de la inmunocaptura con el anticuelpo policlonal A, se observa que solo

en la planta 4 se amplific6 1a banda correspondiente al amplificado de 546 pb. Esto indica que

solo esta planta estaria infectada. Por otra parte los controles positivos y negativo del PCR son

concordantes. En anbos ensayos al capturar tanto con el policlonal A como con el monoclonal

5A5 no se detecta la banda de 546 pb en la planta sana (346), como era de esperarse. Solo hay

detecci6n  positiva  o  amplificaci6n  del  tamafio  esperado  en  la  planta  infectada  (279)  con

GLRav-3.  Sin  embargo,  debido  a  que  este  es  un  ensayo  preliminar,  se  obtienen  bandas

inespecificas   en   la  mayoria   de   las  muestras,   que   deberian   desaparecer   al   optimizar  y

estandarizar   el   m6todo.   Asimismo   se   observa   rna   mayor   cantidad   de   estas   bandas

inespecificas al utilizar un anticuerpo policlonal que cuando se utilizaron nuestros anticuerpos

monoclonales.   Las   plantas   4   y   6   muestran   ademas   de   la   banda   esperada,   2   bandas

inespecificas, de un tamafio mayor. Una de alrededor de 700 pb y la otra de alrededor de 1250

pb.  La banda  de  700  pb  se  purific6,  clon6,  secuenci6  y  alined  contra  la base  de  datos  de

GenBank.   Los   resultados   indican   que   este   amplificado   de   700   pb   corresponde   a   un

amplificado en la regi6n de la proteina de la capside de GLRav-3. La banda de mayor tamafio
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no fue posible de clonar, pero tambi5n deberia corresponder a un amplificado de GLRav-3, ya

que aparece solo en plantas infectadas. Esto confimaria que estas bandas no corresponden a

amplificados productos de rna reacci6n cruzada con otros virus.

Figura 19. Diagn6stico de muestras problema por IC-RT-PCR
Se analizaron las 6 muestras problema y muestras conocidas utilizadas como controles.
En  A  se  analizan  las  muestras  problema  utilizando  el  anticuerpo  monoclonal  5A5  para
inmunocapturar.  (1)  y  (2),  controles positivo  y negativo  del PCR respectivamente;  (3)  y (4)
anticuerpo policlonal comercial con planta 279 y 346 respectivanente;  (5) y (6) monoclonal
5A5 con planta 279 y 346 respectivamente; (7) a (12) muestras problema de la 1  a la 6. En 8
se  analizan  las  muestras  problema  utilizando  el  anticuerpo  policlonal  anti  CP-766  para
inmunocapturar. (1) y (2), policlonal con planta 279 y 346 respectivanente; (3) a (8) muestras
desconocidas de la I a la 6. (IV®), estindar de tanafio de ADN en pb.

Posteriormente, como prueba adicional, se realiz6 rna extracci6n de ARN total seguido de un

RT-PCR (ver Materiales y Metodos) con los mismos partidores utilizados en la IC-RT-PCR,

para  cada  planta  desconocida  y  ademas  partidores  para  el   gen  que   codifica  la  malato

dehidrogenasa de vid (MDH), como control positivo de la extracci6n de ARN Q]igura 20). Los

controles  positivo  y  negativo  del  ensayo  utilizando  la  planta  279  y  346  respectivamente

corresponden  a  lo  esperado.  Sin  embargo,  en  ninguno  de  los  RT-PCR  para  las  muestras

problema se obtuvo la banda de 546 pb correspondiente al fragmento A, es decir no se detect6

el virus por este metodo, pero si en cambio se detecta para cada una de las muestras problema

la  banda  de  196  pb  correspondiente  al  gen  de  la  MDH  sin  intr6n,  lo  que  indica  que  la
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detecci6n negativa para cada muestra no  se debi6  a rna extracci6n de deficiente ARN. Este

resultado apoya la idea de usar un anticuerpo para inmunocapturar el virus previo al RT-PCR.

ji: -----      ii:      --.I-=1'

Figura 20. Diagn6stico de muestras problema mediante RT-PCR
Se analizaron las 6 muestras problema y muestras conocidas utilizadas como controles.
(1)  y  (2)  controles  positivo  y  negativo  del  PCR.  (3),  (5),  (7),  (9),  (11)  y  (13)  RT-PCR  de
muestras problema de la  1  a la 6 con partidores para la M)H.  (4),  (6), (8),  (10),  (12) y (14)
RT-PCR con partidores para el fragmento A de GLRav-3.  (15) y (16) RT-PCR de la planta
279 con partidores para la MDH y el fragmento A respectivanente. (17) y (18) RT-PCR de la
planta 346 con partidores para la MDH y el fragmento A respectivamente. (IV@), estindar de
tamafio de ADN en pb.

Finalmente estos resultados fueron comparados con los entregados por nuestro proveedor de

material  infectado,  el  Ing.  Agr.  Nicola Fiore.  La  Tabla  2  muestra  el  diagn6stico  realizado

previaniente, mediante ELISA (kit Agritest) y RT-PCR directo, en la facultad de Agronomia

de la Universidad de Chile. Cabe destacar que en ambos sistemas utilizados la planta 4 mostr6

mayor carga viral que la planta 6, sea por rna sefial mds intensa en el ELISA o por rna banda

mas  intensa en el RT-PCR (datos no mostrados).  Nuestro  diagnostico  realizado por IC-RT-

PCR con el anticuexpo  5A5 concuerda plenamente con el diagn6stico previo realizado por el

Ing. Agr. Nicola Fiore (Tabla 2), no asi el resto de los ensayos, con los cuales, o no se detecta

infecci6n en las muestras problema o solo se detecta la infecci6n en la planta 4 en el caso de

utilizar el kit prototipo. En conclusi6n, el m6todo mas sensible para la detecci6n de GLRav-3

en vides seria IC-RT-PCR utilizando el anticuerpo monoclonal 5A5 para capturar la particula

viral.  Por  otra parte nuestros  resultados  no  pueden  ser  atribuidos  al  reconocimiento  de  los
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otros vrfus presentes en las plantas 4 y 6, ya que previanente se descart6 reacci6n cruzada con

estos.

Tabla 2. Virus presentes en las muestras prob]emas ana]izadas.
MuestraDiagn6stico

1 2 3 4 5 6

Kit prototipo Sana Sana Sana
Infectada con

Sana Sana
(ELISA) GLRav-3

IC-RT-PCR Sana Sana Sana
Infectada conGLRav-3

Sana
Infectada conGLRav-3

RT-PCR Sana Sana Sana Sana Sana Sana

Kit Bioreba(ELISA)
Sana Sana Sana Sana Sana Sana

Diagn6stico previo
Sana Sana Sana

Infectada con
Sana

Infectada con
ELISA (kit Agritest) GLRav-I y GLRav-3 y

y RT-PCR GLRav-3 GFkv
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IV. DISCUSION

El  virus  del  enrollamiento  clor6tico  de  la  vid  3   (GLRav-3)  es  un  pat6geno  distribuido

mundialmente  (Rosciglione  y  Gugerli,   1986)  y  causante  de  importantes  p6rdidas  para  la

industria   vitiviricola   nacional.   Estas   p6rdidas   en   algunos   casos   pueden   llegar   a   una

disminuci6n  de  un  68%  de  la  producci6n  en  los  cultivos  (Walter  y  Martelli,   1997).  La

principal foma de transmisi6n de este virus es a trav6s de material vegetativo de propagaci6n

(Herrera,  2001),  1o  cual  la hace una enfermedad  de ripida  diseminaci6n.  For esta raz6n  la

manera mas eficaz de combatir las enfemedades virales en la vid es la producci6n de material

de  propagaci6n  libre  de  virus.  En  este  contexto,  el  gobiemo  de  Chile  ha  impulsado  rna

iniciativa de certificaci6n del material de propagaci6n, con el fin de disminuir la distribuci6n

de enfermedades en los cultivos (SAG, 2003). Poner en marcha un programa de certificaci6n a

nivel nacional requiere de la tecnologia necesaria para hacer un diagn6stico mas exhaustivo de

la plantas madres, de donde se obtiene el material de propagaci6n y que est6 al alcance de los

grandes  y  medianos  productores.  Hasta  ahora  el  diagn6stico  en  los  viveros  se  hace  solo

mediante inspecci6n visual y/o realizando   el demoroso indexaje, principalmente debido a que

a pesar de que existen sistemas de diagn6stico (del tipo anticueapos) comerciales, 6stos deben

importarse a un alto costo y no garantizan la detecci6n de posibles variantes virales chilenas.

Dado que se ha descrito que en varios virus de plantas y que en particular dentro de un mismo

serotipo de GLRav existe variabilidad en regiones del genoma (Little y col., 2001) y que el

acceso a los kits de detecci6n de virus es limitado por su alto costo, se origina la hip6tesis y

objetivos  de  esta  tesis,  sobre  la  necesidad  de  estudiar  el  genoma  de  aislados  chilenos  de

GLRav-3 para el desarrollo de sistemas eficientes y de un menor costo para la detecci6n de

variantes end6genas del virus. Para este prop6sito se trabaj6 con 4 aislados procedentes de las
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regiones Metropolitana y VI de nuestro pats. En esta memoria, se secuenci6 completamente el

alslado  766,  el cual se eligi6 por su agresividad infectiva.  Los demas aislados virales fueron

ssecuenciados parcialmente y fueron comparados entre si y con aislades virales de otros paises.

Posteriormente se obtuvieron antiouerpos policlonales y monoclonales contra la proteina de la

cdyside de GLRav-3 lo que permiti6 desarrollar mctodos eficientes de detecci6n para el virus.

Dedido  a que  el  GIJRav-3  presenta rna localizaci6n  floematica  (Carstens,  2002)  se  extrajo

tejido floematico a partir de sarmientos lignificados de vid infectada. EI ADNc viral se obtuvo

por transcripci6n reversa del ARN total obtenido previanente a partir de tQjido floematico de

vid.

El genoma de  GLRav-3  tiene un tamafio  de  alrededor de  18  lfo  y corresponde a una hchra

sinxple, de orientaci6n positiva. En el extremo 5' posee un CAP metilado y no tiene poli A en

el extrenio 3'  Q[,ai-Shu y col., 2004; httD://wlow.devwebmet). Para amplificar el genoma del

viru.s mediante PCR, se comenz6 utilizando partidores descritos  en la literatura (I,ing y col.,

1997; Minafra y Hadidi,  1994; Nassuth y col., 2000), otros disefiados en base a la secuencia

del aislado NY1 (de USA) de GIJRav-3 dispomble en GenBank (AF037268), pero la mayoria

de  los  partidores  se  disefiaron  en  base  a  las  secuencias  del  aislado  766  que  se  fueron

obteniendo  en  esta  memoria.  Cabe  destacar  que  la  mayoria  de  los  partidores  utilizados,

disefi,ados  a  partir  del  aislado  dispomble  en  GenBank  y  los   obtenidos  de  la  literatura,

amplificaron las  regiones  esperadas  en los  distintos  aislados  chilenos.  Est.e resultado  estaria

indicando  que  no  existiria  tanta  variabilidad  en  el  genoma  de  los  aislados  chilenos  con

reapecto al estadounidense. Sin embargo, el aislado 817 present6 un grado mayor de dificultad

para  su  amplificaci6n,  probal.lemente  dchide  a la hibridaci6n parcial  de  algunos partidores

utilizados. De esta manera se obtuvo la secuencia completa de la zona codificante del aislado
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766, faltando a\in solo por secuenciar alrededor de 200 nucle6tidos en la regi6n 3'UTR. Cada

clon  obtenido  se  secuenci6  al  memos  dos  veces  en  ambos  sentidos  y  posteriomente  se

ensambl6 con un minimo de sobrelapaniento de las secuencias de 50 pb, usando el prograna

Vector NTI  Suite  8  obtenido  de  Invitrogen.  El  genoma  de  GLRav-3  posee  13  marcos  de

lectura  abiertos,  de  acuerdo  a  la  informaci6n  disponible  en  GenBank  (AF037268)  para  el

inico aislado  secuenciado completanente hasta antes de esta memoria. Al analizar el estado

de la secuencia completa del aislado 766 no se encontraron codones de t6rmino dentro de los

distintos marcos de lectura abiertos, y cada gen tenia el tamafio esperado, segiin le secuencia

de GLRav-3 disponible en GenBank (AF037268).

Los resultados de nuestro analisis mediante hterpro y PSI-Blast para el aislado chileno 766,

concuerdan con los descritos en la literatura. EI ORFla codifica para una poliproteina de 245,3

kDa, el cual es procesado post-traduccionalmente por rna proteasa de tipo papaina codificada

en  este mismo  p6ptido,  dando  origen  a una metiltransferasa  (MT)  y  a una helicasa  (HEL)

(Ling y col., 2004). EI ORFlb se expresaria por un mecanismo de corrimiento +1  en el marco

de  lectura,  dando  origen  a  una  ARN  polimerasa  dependiente  de  ARN  (RdRp).  EI  ORF  2

codificaria para un pequefio pdytido de 6 kDa, seguido de rna larga regi6n no codificante que

podria corresponder a una secuencia controladora del proceso de traducci6n, hasta encontrar el

ORF 3 que codifica para un pdytido de 5 kDa. Cabe destacar que en otros closterovirus como

CTV (Citrus tristeza virus),  LIYV  (Lettuce infectious  yellows  virus)  y BYSV  (Beet yellow

stunt virus) se han encontrado proteinas de mayor tanafio (alrededor de 30 kDa) codificadas

en la posici6n donde se ubica el  ORF 2  (Ling y col.,  1998).  EI ORF 4  codificaria para rna

proteina de la falnilia de las HSP70 de 59 kDa, el ORF 5 para una proteina de 55 kDa. EI ORF

6 corresponde al gen de la proteina de la capside, el ORF 7 corresponderia a rna proteina de la
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capside divergente (Cpd) de 53 kDa, puesto que se encuentran los cuatro residuos conservados

OV,  R,  G  y  D)  en  la  porci6n  C-teminal,  caracteristicos  de  la  proteinas  de  la  capside  en

closterovirus  (Ling y col.,  1998).  Los  siguientes  ORF  8  a  12  codificarian para proteinas  de

funci6n  ann  desconocida  (Ling y col.,  1998).  La  organizaci6n  del  genoma de  GLRav-3  es

consistente  con  la  esperada  para  un  closterovirus  monopartito  tipico  @olja  y  col.,  1994).

Nuestros   estudios  no  revelaron  nueva  informaci6n  concluyente  para  la  mayoria  de   las

proteinas desconocidas,  salvo para el ORF  3,  la cual se  encontr6  que es  similar a pequefias

proteinas hidrofobicas encontradas en otros closterovirus, y el ORF 5 que codificaria para rna

proteina de movimiento  hom6loga  a rna HSP90  encontrada  en otro  miembro  de  la familia

C/as'fe7.ov!.rz.dcze  (Sweet potato  chlorotic  stunt virus).  Ambas  proteinas  se  encuentran en rna

regi6n  del  genoma  hom6loga  a  la  zona  donde  se  encuentran  las  proteinas  de  movimiento

c6lula-c61ula  en  otros  closterovirus.  En Beet Yellow  Virus  (BYV),  perteneciente  al  g6nero

closterovirus y con una organizaci6n gen6mica muy parecida a GLRav-3  se ha descrito que

en  esta  zona  del  genoma  se  encontrarian  codificadas  las  proteinas  que  participan  en  el

movimiento c6lula-c6lula, p6, HSP 70, p64 Cpd y CP (Alzhanova y col., 2001).

Por  otra  parte,  en  Citrus  Tristeza  Virus  CTV  y  BYV,  anbos  pertenecientes  a  la  familia

C/osJerovz.rz.c7cze,  se han descrito proteinas de alrededor de 20 kDa que acthan como supresores

del  silenciamiento  de  ARN  Geed  y col,  2003).  Esta  estrategia  es  el  mayor mecanismo  de

defensa de las plantas contra los virus (Vance y Vancheret, 2001). Es posible que la funci6n

supresora sea un requerimiento tan importante como la replicaci6n, encapsidaci6n y transporte

en la infecci6n viral (Reed y col, 2003).  En este contexto podria postularse que algunas o al

memos  una  de  las  proteinas  desconocidas  codiflcan  para  un  supresor  de  silenciamiento  de

ARN.  Sin  embargo,  hasta  el  momento  no  se  ha  descrito  un  patr6n  comdn  a  este  tipo  de
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proteinas  supresoras  del  silenciamiento  g6nico,  1o  que  limita el  analisis bioinformatico  y el

poder obtener resultados mas concluyentes.

Finalmente, prote.inas potenciadoras de la raplicaci6n ®21  y proteinasa lider)  y proteinas de

transporte a distancia ®20), se ham descrito en BYV aieed y col., 2003). Esto mos indica que

a`in quedan muchos estudios por realizar en cuauto a la determinaci6n de funci6n de proteinas,

y no  solo  para  las  desconocidas  sino  que tambi6n para aquellas  que  ya  se  ha  descrito  rna

funci6n, pudi6ndose encontrar nuevas funciones para estas.

En cuanto  a la variabilidad gen6tica de los  distintos  aislados  chilenos,  no habria diferencias

sighificativas entre los aislados de Chile y extranjeros. Los datos obtenidos de alineanientos

nucleotidicos multiples de las secuencias de la proteina de la capside indican que los aislados

664,   766,   765   y  el  aislado  NYl   de  USA  tienen  un  98%  de  identidad.  Asi  mismo,  el

alineamiento de la secuencia nucleotfdica obtenida para aislado 766 con la secuencia completa

del aislado de USA mos entreg6 una identidad de un 97%, resultado que indica que en el resto

del genoma no se encontrarian regiones de alta variabilidad.

Pese  a  que  en muchos  virus  de  plantas  se  ha  encontrado  una importante  variabilidad  entre

aislados provenientes  de zonas  geograficas  alejadas @ubio y col.,1999;.Little y col., 2001;

Shi y col., 2003),  los resultados de esta memoria concuerdan con la reciente publicaci6n de

Turturo  y  col.  (2005),  en  donde  se  describe  al  GLRav-3  como  una  sola  poblaci6n  casi

indiferenciada. Este hecho, no deja de ser extrafio dado el tamafio y lo complejo del genoma

de este virus,  ademas de que las infecciones por GLRav-3 persisten por largo tiempo en los

campos  y  por  lo  tanto  las  plantas  estin  sometidas  a  infecciones  repetidas  por  insectos  y

prdcticas  de  cultivo.  Sin embargo,  1a poca variabilidad  encontrada  es  consistente con el rol

predominante que tiene la transmisi6n por material vegetativo en la distribuci6n de GLRav-3 .
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La importancia que tiene la transmisi6n del virus por material de propagaci6n en desmedro de

la transmisi6n por vectores se ve reflejada en rna distribuci6n uniforme dentro de nuestro pals.

Al  contrario,  otros virus  como  Grapevine virus  A  (GVA)  y  Grapevine  virus  8  (GVB)  que

dependen mayormente de vectores para su distribuci6n, se encuentran con fuerte presencia en

aquellos lugares donde sus vectores proliferan ffroilmente.

Pese  a no  encontrarse  una  importante  variabilidad  entre  aislados  chilenos  y  extranjeros,  el

aislado  817  difiere  en  cierto  grado  de  los  demas  aislados  chilenos,  como  se  observa  en la

Figura 6. Este alslado es el iinico que no proviene de rna planta de variedad Merlot, sino que

proviene de rna Chardonnay. Esta posible relaci6n de especificidad cepa/pat6geno podria ser

la explicaci6n a este resultado, ya que aunque la poblaci6n de GLRav-3 se presenta como rna

variante  predominante,  pueden  aparecer  nuevas  cepas  frente  a  un  cambio  de  hospedero.

Asimismo,    se   ha    descrito    que    en    closterovirus    ocurren    eventos    de    recombinaci6n

intraespecificos   (Karasev,   2000),   asf   como   recientemente   se   encontraron   eventos   de

recombinaci6n  en  algunas zonas  del  genoma de  GLRav-3  (Turturo  y col,  2005),  lo  que  se

constituye  en otra posible explicaci6n a las  diferencias  encontradas  en el  aislado  817.  Estos

eventos de recombinaci6n se propician por la naturaleza del virus, ya que plantas infectadas

pueden pasar largo tiempo con el virus, ademds de poder presentarse infecciones repetidas en

ellas. Probablemente como consecuencia de la mayor variabilidad presentada por la variante

817  (con  aproximadamente un 94%  de  identidad nucleotidica respecto  al  aislado  766),  esta

present6  un  mayor  grado  de  dificultad  para  su  amplificaci6n,  hecho  que  valida  nuestros

resultados.

Asimismo,  la  mayor  variabilidad  encontrada  en  la  regi6n  5'  del  genoma  del  virus  como

tanbi6n se ha descrito en GLRav-1  (Little y col., 2000), podria corresponder a que la regi6n
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3 ' analizada contiene genes que codiflcan para proteinas estructurales y de movimiento, como

lo son la CP, 1a Cpd, y la HSP70. Estas proteinas cumplen un rol vital en la infecci6n viral. Se

ha  descrito  que  las proteinas  CP  y HSP70  presentan  alta presi6n  selectiva  (Tuturo  y col.,

2005), lo que podria determinar la menor variabilidad presentada. Por el contrario la regi6n 5 '

analizada comprenderia solo los genes que codifican para la proteasa y para la metiltransferasa

y una parte de la proteina de fusi6n, las cuales por su naturaleza pueden no estar sometidas a

una alta presi6n selectiva.

De la misma manera, resulta interesante destacar que los resultados del analisis filogen6tico de

los  distintos  aislados,  concuerdan  con  los  antes  descritos  en  la  literatura  en  cuanto  a  que

GLRav-3 estaria filogen6ticamente mds cerca de GLRav-1 que de otros closterovirus (Fazeli

y  Rezaian,  2000).  Ambos  ampelovirus  comparten  una  estructura  del  genoma muy  similar,

mayor que con otros representantes del g6nero.

Ademas de los argumentos aqui expuestos para explicar la variabilidad gen6tica encontrada en

los aislados secuenciados, presente en la mayoria de los casos en el tercer nucle6tido de cada

cod6n, no se puede descartar que parte de esta variabilidad se deba al error producido por la

rag polimerasa.  A pesar  de  que  las  condiciones  utilizadas  en  cada PCR,  principalmente  la

concentraci6n  de  Mgc12,  son  aquellas  en  las  cuales  se  ha  demostrado  mayor  fidelidad,  se

considera posible del orden de 1  error cada 2000 pares de bases (Eckert y Kunkel, 1990, Cline

y col.,  1996).  Sin embargo,  este grado de variaci6n en las aproximadamente  18000 pares de

bases secuenciadas es muy bajo, del orden de un 0,05%. Ademas cada uno de los anplicones

obtenidos  se  secuenci6  al memos  dos  veces para descartar errores  de  secuenciamiento.  Para

disminuir aria mas  la posibilidad  de  error debido  a la  rczg,  seria  conveniente utilizar  en  el
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futuro una polimerasa con capacidad de edici6n asociada a rna actividad exonucleasa 3 '+ 5 ',

como asf mismo secuenciar mds de un clon para cada fragmento.

Una vez obtenida la secuencia que codiflca la proteina de la capside, se disefiaron partidores

especificos para amplificar y clonar el gen en vectores de expresi6n, expresar esta protofna en

bacteria y obtener anticuerpos  que reconozcan la particula viral.  Esta proteina estructural es

esencial  en el  ensamblaje  de la particula viral  y en la protecci6n del  genoma (Alzhanova y

col., 2001), por lo que se encuentra expuesta al medio, caracteristica esencial que debe tener

rna proteina blanco para anticuerpos que puedan capturar una particula viral.  Ademas  se ha

descrito que la zona del genoma que codifica para esta protefna no presenta mayor variabilidad

en  otros  closterovirus  (Little  y  col.,  2001)  y ya  se han  desarrollado  y probado  anticuexpos

contra esta proteina de GLRav-3 en USA (Ling y col., 1997). Sin embargo no podemos tener

la certeza de que estos anticuerpos desarrollados en el extranjero reconozcan especificamente

aislados locales de GLRav-3 .

El  gen  que  codifica  para  la  proteina  de  la  capside  se  clon6  en  dos  vectores  los  cuales

produjeron la protefna fusionada a GST en el caso de PGEX-6P-1  y a TRX en el caso de PET

32a,  lo  que  permiti6  posteriormente  descartar  la posibilidad  de  que  los  anticuexpos  fueran

inmunoreactivos  contra  la proteina  de  fusi6n.  Se  obtuvo  rna  alta  expresi6n  de  la proteina

codificada en ambos vectores como se observa en la Figura 10. Posteriormente y despu6s de

estandarizar un protocolo adecuado, se logr6 purificar la GST-CP para inyectarla en conejo y

rat6n y la TRX-CP con el fin de utilizarla como antigeno para la evaluaci6n de los anticuexpos

obtenidos.     Los     anticuerpos     policlonales     y     monoclonales     obtenidos     reconocieron

especificamente   la   proteina   recombinante   de   la   capside   y   presentaron   un   tfulo   de

aproximadamente  1/4000 para el policlonal A y de  1/130000 para el monoclonal 5A5. Como
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era  esperable,  el  anticuexpo  policlonal  tanbi6n  reconoci6  1a  proteina  GST  en  los  ensayos

realizados  por  7yes/er7i  b/of.  Sin  embargo,  la  reactividad  contra  la  CP  fue  mucho  mayor

(Figura  128),  lo  que indica que la mayor parte de los  anticuerpos del  suero  son especificos

para la proteina de la capside.

Los  anticuelpos policlonales y monoclonales obtenidos  se evaluaron con tejido infectado de

vid.  Los  anticueapos  policlonales  presentaron  un  tftulo  de  aproximadamente  1/15000  y  se

descart6 que exista reacci6n cruzada con los virus GVA, GLRav-1, GLRav-2, GFLV, GFkv

y   TORSV   (Tomato   ringspot   virus).   A   su   vez,   1os   anticuerpos   monoclonales   tampoco

presentaron reacci6n cruzada con otros virus. El hecho de que no haya reacci6n cruzada con

GLRav-1  es un resultado interesante puesto que este fen6meno se ha descrito en anticuerpos

desarrollados contra la proteina de la capside de aislados franceses de GLRav-1  y GLRav-3,

debido a que habria un apitopo cormin entre las CP de estos virus (Seddas y col., 2000). Esto

indica que los anticuexpos obtenidos son especificos y sensibles como para ser utilizados en el

desarrollo de m6todos de diagn6stico especfficos contra GLRav-3.

La t6cnica de ELISA es hoy la mas utilizada para la detecci6n de plantas infectadas con virus.

Sin  embargo,  la  t6cnica  de  IC-RT-PCR  se  ha  descrito  como  rna  herramienta  mucho  mas

sensible que el ELISA para el diagn6stico viral (Sefc y col., 2000). En este contexto se puso a

prueba el metodo de IC-RT-PCR a trav6s del cual tambi6n se analizaron nuestros anticuexpos.

Es interesante analizar el resultado obtenido  en la evaluaci6n de los anticuerpos por IC-RT-

PCR  con  tejido  infectado  (Figura  16A).  Aqui  se  observ6  la  tenue  aparici6n  de  la  banda

esperada de 546 pb  en un tubo  donde no se habia agregado  anticuerpo para inmunocapturar,

resultado que puede ser explicado por la propiedad intrinseca de las proteinas de adherirse al

polipropileno   (Rowhani   y   col.,   1995),   propiedad  por  la   cual   se   adhieren  tambi6n   los
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anticuexpos  a  estos  tubos.  Por  otra  parte,  al  evaluar  la  reacci6n  cruzada  del  anticuexpo

policlonal con GFLV mediante IC-RT-PCR se detect6 una banda inespecifica de unos  1000

pb, que no corresponderia a un amplificado de este virus, ya que se esperaba un anplificado

de 814 pb. Este resultado se podria deber a que los partidores utilizados en este control eran

degenerados, lo que aumenta la probabilidad de obtener amplificados inespecificos, posibles

falsos  positivos,  principalmente  de  regiones  de  otros  virus  con  cierta  similitud  a  la  regi6n

donde  amplifican  estos  partidores  en  GFLV  o  correspondientes  al  genoma  de  la vid.  Este

amplificado inespecifico no aparece al realizar la prueba utilizando el anticuelpo monoclonal,

1o que da cuenta de la mayor especificidad de este tiltimo.

Una vez analizados y caracterizados los anticuerpos obtenidos mediante ELISA e IC-RT-PCR,

se  seleccionaron  los  anticuexpos  policlonal  A  y  el monoclonal  5A5  para  el  diagn6stico  de

plantas infectadas.  Se analizaron 6 muestras de condici6n sanitaria desconocida por medio de

tres sistemas de detecci6n. ELISA, RT-PCR e IC-RT-PCR. Segiin los resultados obtenidos por

ELISA result6 infectada con GLRav-3 solanente la planta 4. Cabe destacar que este resultado

se obtuvo  solamente al utilizar nuestros anticuexpos, ya que con los anticuerpos comerciales

obtenidos de Bioreba no se detect6 la infecci6n (Figura 18). Esto da cuenta de la calidad de los

anticuerpos desarrollados ya que aparentemente la planta al poseer una carga viral muy ba].a

no pudo  ser detectada por los  anticuerpos  comerciales.  La diferencia entre la sefial obtenida

para   la  planta  4   y   el   control  positivo   ®lanta  279),   donde   al   utilizar  los   anticuelpos

desarrollados en esta memoria se obtiene una sefial aproximadarnente 2 veces mis intensa que

al utilizar los anticuelpos del kit Bioreba avalan esta explicaci6n.  Sin embargo, la sefial basal

de  los  controles  negativos  entregada  por  el  kit  prototipo  desarrollado  en  esta  tesis,  fue

levemente mayor a la del kit Bioreba,  1a cual conespondia con el blanco FAL  QTigura  18).
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Este hecho podn'a deberse a la alta concentraci6n del anticuerpo monoclonal 5A5  utilizada,

1: 1000 siendo que su titulo era de 1 :65000,1o que podria llevar a que rna mayor cantidad de

anticuerpos se adhiera a las paredes de los pocillos de la placa sin haber capturado virus, ya

que con el kit prototipo  se detecta una sefial muy similar al incubar,  con extracto  de planta

sana, con el tamp6n de  extracci6n de proteinas  solanente,  y al  ensayo  en el  cual se agreg6

solo el monoclonal 5A5. En consecuencia, para futuros ensayos deberia utilizarse una diluci6n

mayor de este anticuerpo y adicionalmente podrian aumentarse los lavados en esta etapa del

ELISA.

El  diagn6stico por IC-RT-PCR confirm6  1os resultados obtenidos por ELISA.  Al utilizar el

anticuexpo  policlonal  para  inmunocapturar  la  particula  viral  se  detect6  la  planta  4  como

infectada con  GLRav-3.  Sin  embargo,  al utilizar el  anticuerpo  monoclonal  5A5  no  solo  se

detect6 la infecci6n en la planta 4, sino que tambien en la planta 6. Este resultado concuerda

plenamente con el diagn6stico hecho previanente por nuestro proveedor (vcr Tabla 2), donde

se detect6 infecci6n en las plantas 4 y 6. Es importante mencionar que para el caso de la planta

6 aparece de manera muy tenue la banda de 546 pb que indica infecci6n, esto puede deberse a

que esta planta presentaba una carga viral atn mas baja que la planta 4, y por esta raz6n no

pudo ser detectada por ELISA ni al inmunocapturar con el anticuelpo policlonal en la IC-RT-

PCR.   De   la  misma  manera   en   algunos   casos   se   detect6   la   aparici6n  de   amplificados

inespecificos, dos bandas de mayor tanafio en cada rna de las plantas infectadas y una banda

tambi6n  de  mayor  tamafio  en  el  analisis  de  reacci6n  cruzada  con  GFLV.  Esto  se  debe

principalmente  a  que  este  es  un  ensayo  preliminar,  el  cual  todavia  debe  optimizarse,  por

ejemplo  subiendo  las  temperaturas  de  hibridaci6n  y  utilizando  partidores  especificos  y  no

degenerados  en los  ensayos  de reacci6n cruzada  con otros  virus.  Sin  embargo,  la banda de
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mayor tamafio (de alrededor de 1250 pb) encontrada en las plantas infectadas, corresponde a la

amplificaci6n  de  1244 pb  del partidor LCIF  con  el  LR3C629  remanente  de  la reacci6n  de

transcripci6n reversa donde  fue utilizado.  Asi  mismo,  1a banda de  700 pb  que  corresponde

efectivamente a un amplificado en el gen que codifica para la proteina de la capside, se gener6

por una amplificaci6n inespecifica de los partidores LC2 y LR3C629. Por lo tanto, el triplete

obtenido  en  las  plantas  infectadas  analizadas  por IC-RT-PCR  corresponde  efectivamente  a

amplificados  de  GLRav-3.  De  todas maneras,  seria recomendable  a  futuro  utilizar un  solo

partidor para realizar la transcripci6n reversa en la IC-RT-PCR.

Estos resultados mos indican que el m6todo mas sensible para la detecci6n de vides infectadas

con GLRav-3  es  la inmunocaptura RT-PCR utilizando  el monoclonal 5A5.  Esto pese a que

era de  esperar que los sueros policlonales  capturaran con mayor eficiencia la particula viral

puesto  que  son  varios  los  epitopos  que  se  estan'an  reconociendo.  La  diferencia  entre  la

inmunocaptura con  el suero policlonal y con el anticuerpo monoclonal puede deberse a una

diferencia de titulo, puesto que la concentraci6n de anticuerpos en el 1iquido ascitico es mucho

mayor que la obtenida de un antisuero.  Otra posible explicaci6n `de este resultado  es  que  el

epitopo que esta reconociendo  el anticuexpo monoclonal esta mas expuesto al medio. extemo

que el reconocido por el  suero policlonal,  ya que hay que recordar que estos  anticuelpos se

desarrollaron contra la proteina viral recombinante desnaturada.

Es interesante plantear rna explicaci6n por la cual se pueda argumentar la diferencia entre los

resultados obtenidos por extracci6n de ARN y posterior RT-PCR y por IC-RT-PCR. El primer

m6todo se ha descrito como un m5todo eficaz en la detecci6n viral (Minafra y Hadidi,1994), a

pesar  de  ello,  nosotros  no  pudimos  detectar  infecci6n  por  esta  t6cnica  (Figura  20).  Este

resultado podria atribuirse a que  este m6todo  requiere romper la particula viral para extraer
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ARN el cual es mucho mas sensible a degradaci6n que un virus intacto. En cambio al capturar

la particula viral completa el ARN esta memos accesible a la acci6n de nucleasas. Adem5s al

realizar el paso  de inmunocaptura se esta concentrando  el virus,  en cambio  al extraer ARN

total, la concentraci6n de ARN viral esta muy diluida dentro del extracto.

Por otra parte, el hecho de que los resultados obtenidos mediante las distintas tecnicas y con el

uso de distintos anticuerpos no hayan coincidido totalmente con los obteridos previamente en

la Facultad de Agrononda puede deberse principalmente a que este material estuvo guardado

por varios meses a 4°C antes de realizar la extracci6n de ARN y de proteinas, tiempo durante

el  cual  puede  haber  bajado  notablemente  la  carga  viral,  por  la  actuaci6n  de  nucleasas  y

proteasas que fueron degradando  el ARN y las proteinas virales.  Es por esto  que en futuros

trabajos  se  recomienda  trabajar  con  tejido  fresco,  sobretodo  en  el  diagn6stico  de  plantas

infectadas.

Los  resultados  presentados  en  esta  tesis,  si  bien  no  avalan  la  hip6tesis  planteada  en  un

principio,  puesto  que  los  aislados  chilenos  de  GLRav-3   no  presentaron  rna  importante

variabilidad  con  respecto  a  aislados  extranjeros, justifican  plenamente  el  trabajo  realizado

puesto  que  se  logr6  obtener  anticuerpos  altamente  especificos  contra  el  virus  GLRav-3,

permiti6ndonos desarrollar m6todos efectivos, de gran sensibilidad ®rincipalmente en el caso

de   la  IC-RT-PCR),   de  menor  costo   y  superior   a  kits   comerciales   disponibles   para  el

diagn6stico de este virus. Sin embargo, ail se debe continuar trabajando en la puesta a punto

y  optimizaci6n  del  m6todo  de  IC-RT-PCR,  con  el  fin  de  poder  contar  con  un  producto

comercializable, al que puedan acceder tanto productores como viveros con el fin de cumplir

con  los  requisitos  impuestos por  el  SAG  a  trav6s  del programa  de  certificaci6n  de plantas

libres de virus.
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V. CONCLUSI0NES

-  Utilizando  genotecas  construidas  a partir  del  genoma  de  distintos  aislados  nacionales  de

GLRav-3, se obtuvo la secuencia completa de la zona codificante del genoma de un aislado

(766),  y  secuencias  parciales  de  3   aislados  adicionales.  Analisis  de  6stas  revelaron  rna

variabilidad minima  al  compararlos  entre  ellos  y  con  aislados  de  GLRav-3  extranjeros.  La

poblaci6n de GLRav-3 se presenta como poco variable a excapci6n de un aislado, el 817, que

present6  mayor variabilidad, respecto  a los  otros  aislados virales  chilenos  y al aislado viral

extranjero. Log distintos ORFs predichos por la secuencia del genoma de los aislados chilenos

se corresponden perfectamente con los antes descritos para el  aislado de USA.

- Despu6s de clonar y expresar el gen que codifica para la proteina de la capside del alslado

766 de GLRav-3 en E. co/I., se obtuvieron anticuexpos policlonales y monoclonales contra esta

proteina. Estos anticuelpos mostraron una alta especificidad y un excelente titulo tanto contra

la proteina purificada como con extractos de plantas infectadas por el virus.

-Se desarrollaron 2 m6todos eficientes para la detecci6n del virus mediante ELISA e IC-RT-

PCR. Pese a que los protocolos para estas t6cnicas air se deben optimizar y estandarizar, se

puede concluir que el m6todo mas  eficiente y sensible para la detecci6n de vides infectadas

con GLRav-3 es la IC-RT-PCR.
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