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RESUMEN

Los vectores de virus de plantas representan una alternativa excelente como sistema

de expresidon de proteinas heterdlogas, especialmente de biofdrmacos y vacunas
multicomponentes. Diferentes antigenos del HIV-1 han sido expresados exitosamente en
plantas a través de sistemas de transformacion estable o expresién transitoria. Dentro del
grupo de proteinas que componen el virion del HIV, Nef es considerada un blanco promisorio
para la formulacién de vacunas debido al papel que desempefia durante los primeros pasos de
la infeccidn viral. En el presente trabajo se reportan los resultados de la construccién de una
quimera viral portando una secuencia modificada del gen nef del HIV-1. Se introdujeron dos
sustituciones puntuales en los sitios reconocidos por las enzimas de restriccion Xhol y Kpnl
utilizando la técnica de amplificacidn por PCR. Con este propdsito se emplearon dos cebadores
mutagénicos y dos silvestres en tres rondas de amplificacién por PCR para cada sustitucion.
Los amplicones portadores de la doble mutacién fueron ligados al vector de expresion viral
pTMV30B-GFPC3, y se multiplicaron por transformacién en células de E. coli XL1-blue; los cuales
fueron posteriormente purificados y analizados por digestién y secuenciacién. Los productos
de la transcripcion in vitro de esta quimera se inocularon en plantas de Nicotiana benthamiana,
y lainfectividad de los transcriptos se validé por sintomatologia y RT-PCR. Los resultados
demostraron que la quimera viral construida produjo transcriptos infectivos capaces de inducir
sintomas caracteristicos en las plantas inoculadas; lo cual abre la posibilidad para desarrollar
una vacuna anti-HIV producida en plantas.

PALABRAS CLAVE: Infectividad; mutagénesis sitio-dirigida; quimera viral; transcripcidn in vitro;
virus de inmunodeficiencia humana.

ABSTRACT

The vectors of plant virus represent an excellent alternative as expression system of
heterologous proteins especially of biopharmaceuticals and multicomponent vaccines. Different
HIV-1 antigens have succesfully been expressed in plants through stable transformation
systems or transitory expression. Among the proteins group that compound the HIV virion,

Nef is cosidered a promissing target to vaccine formulation due to the role it develops during
the first viral infection steps. In the present study, the results of the construction of a viral
chimera carrying a modified sequence of HIV-1 nef gene are reported. Two puntual substitutions
were introduced in the sites recognized by the Xhol and Kpnl restriction enzymes using the
amplification technique by PCR. With this purpose, two mutagenic and two wild primers were
used in three amplification rounds by PCR for each substitution. The amplicons carrying the
double mutation were linked to the pTMV30B-GFPC3 viral expression vector and were multiplied
by transformation in E. coli XL1-blue cells, which were purified and analyzed later by digestion
and sequencing. The in vitro transcription products of this chimera were inoculated in Nicotiana
benthamiana plants, and the infectivity of the transcripts was validated by sintomatology and
RT-PCR. The results showed that the constructed viral chimera produced infectious transcripts
capable to induce characteristic symptoms in inoculated plants which opens the possibility to
develop an anti-HIV vaccine produced in plants.

KEY WORDS: Infectivity; site-directed mutagenesis; viral chimera; in vitro transcription; human
inmunodeficiency virus.
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INTRODUCCION

El virus de inmunodeficiencia humana tipo 1
(Human immuno deficiency virus, HIV-1) expre-
sa proteinas estructurales (Env, Gag), enzima-
tica (Pol), regulatorias (Tat, Rev) y accesorias
(Nef, Vif, Vpr, Vpu); de las cuales el ultimo
grupo son prescindibles para la infeccién y
replicacion viral, pero son esenciales para la
progresion de la enfermedad hacia SIDA en el
hospedero susceptible (Yang & Gabuzda 1998;
Flint & Enquist 2004; Carter & Saunders 2007;
Malim & Emerman 2008; Dubé et al. 2010; Te-
ran-Angel et al. 2016).

Dentro del conjunto de las proteinas acce-
sorias, Nef ha recibido especial atencién por su
notoria capacidad para modular la respuesta
inmune del hospedero y afectar su actividad
bioldgica. Esta es una proteina miristoilada que
posee una masa molecular entre 25 y 35 kDa
(Shugars et al. 1993; Geyer et al. 1999; Geyer
& Peterlin 2001), pero a nivel in vitro se han
expresado dos isoformas predominantes. La
primera de ellas una forma de 27 kDa (p27),
miristoilada en su extremo N-terminal, domi-
nio a través del cual se encuentra asociada a
la membrana celular; y una forma citosdlica
truncada de 25 kDa (p25) traducida a partir
de un segundo coddn de inicio y carente de
los primeros 18 amino acidos (Marusic et al.
2007). Esta proteina es expresada en las pri-
meras etapas de la infeccién y desempefia un
papel esencial durante todos los estados de
desarrollo de la enfermedad; ya que a pesar
de ser una proteina pequefia presenta un area
superficial relativamente grande que le per-
mite interactuar con multiples proteinas del
hospedero para favorecer la evasién inmune.
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Este determinante de patogenicidad multifun-
cional se puede localizar en el interior de la
célula, en donde afecta el trafico intracelular

a través de su interaccién con sustratos como
las proteinas adaptadoras de clatrina (AP1/2),
proteinas asociadas a la proteasa Furina
(PACS-1/2) y componentes del transporte en-
dosomal (COP-I) (Roeth & Collins 2006; Malim
& Emerman 2008; Salmen et al. 2015); también
se puede encontrar asociado con la membra-
na plasmatica en cuyo caso altera multiples
vias de sefializacidn, principalmente aquellas
relacionadas con el funcionamiento del recep-
tor CD4 y con antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I. Ademds modula la
produccion de anion superoxido a través de su
interaccion con p22-phox, un componente del
complejo NADPH-oxidasa (Salmen et al. 2010) y
la supresion del silenciamiento viral mediado
por el complejo Ago2—-RISC, el cual es empleado
por la célula hospedera durante los eventos

de silenciamiento génico post-transcripcional
para contrarrestar la infeccién ocasionada por
virus (Aqil et al. 2013).

Nef es una proteina que sélo se ha repor-
tado para HIV-1, HIV-2 y lentivirus primates
relacionados como el virus de inmunodefi-
ciencia simia (Simian immunodeficiency virus,
SIV). En humanos o macacos Rhesus infectados
con HIV-1 o SIV, se demostro que individuos
clasificados como no progresores a largo plazo
presentaban alteraciones de este gen (Deacon
et al. 1995; Tobiume et al. 2002). Esta marca-
da presion selectiva por mantener altamente
conservada la secuencia del gen nef, ha hecho
que esta proteina se convierta en un blanco
terapéutico candidato para la formulacion de
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vacunas que combinen componentes virales
tanto estructurales como funcionales. Estudios
promisorios del desarrollo de vacunas multi-
componentes contra HIV-1, reportan evaluacio-
nes pre-clinicas de una vacuna constituida por
las proteinas recombinantes gp120 y la fusién
Nef-Tat (Goepfert et al. 2007), asi como los efec-
tos de una vacuna genética multicomponente
combinando antigenos estructurales (Gag/Pol,
Env) y regulatorios (Tat, Rev, Nef), esto en un
modelo animal macaco-SIV (Maggiorella et al.
2007). Por esta razon la respuesta inmune diri-
gida contra esta proteina viral puede ayudar a
controlar los pasos iniciales de la infeccion por
HIV-1 y reducir la carga y la expansion viral
(Marusic et al. 2001).

Ambas isoformas de Nef (p25 y p27), han
sido expresadas en diferentes sistemas bioldgi-
cos tales como E. coli (Azad et al. 1994; Salmen
et al. 2010); levaduras (Sirén et al. 2006); célu-
las de insectos (Kohleisen et al 1996); y células
vegetales a través de estrategias de expresion
estable en plantas transgénicas y transitoria
utilizando los vectores de virus de plantas (Ma-
rusic et al. 2007; Avesani et al. 2007; Barbante
et al. 2008; de Virgilio et al. 2008; Zhou et al.
2008; Lombardi et al. 2009; Kagale et al. 2012).
No obstante, el sistema de expresion transi-
torio basado en la manipulacion de genomas
de plantas y virus que infectan plantas, ha
resultado el mds atractivo en la actualidad por
cuanto presenta las siguientes ventajas: ausen-
cia de riesgo de contaminacién con patogenos
animales, bajo costo (especialmente para la
produccion a gran escala), alto rendimiento de
la proteina foranea, anticuerpos ensamblados
apropiadamente o con un plegamiento protei-
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co equivalente al encontrado en otros sistemas
eucaridticos, posibilidad de expresar anticuer-
pos humanizados, expresion de vacunas mul-
tiples en un mismo dérgano vegetal comestible,
facilidad de manejo de plantas en invernadero,
rapida distribucion de plantas a escala mundial
y posibilidad de producir vacunas comestibles
para la vacunacion masiva (Noguera & Fermin
2013).

Por otra parte, el uso conjunto de esta es-
trategia de expresion de proteinas heter6logas
con otras herramientas de la biologia molecular
como la mutagénesis sitio-dirigida o sitio-especi-
fica, por sus siglas en inglés SSM y SDM respec-
tivamente; ha resultado de mucho valor en el
disefio y construccion de estos vectores quimé-
ricos; ya que permite realizar manipulaciones
o alteraciones mas controladas de los genes de
interés. En este sentido, la SDM dirigida por
oligonucleotidos (cebadores) sintéticos, en la
cual se alteran los genes en el ADN clonado a
través de amplificaciones por PCR, resulta ser
un método muy poderoso que permite realizar
sustituciones, inserciones o deleciones de una
0 mas bases en una secuencia especifica de
nucledtidos (Carter 1986; Ho et al. 1989; Vallette
et al. 1989; Nassal & Rieger 1990; Hall & Emery
1991; Yao et al. 1992; Weiner et al. 1993, 1994;
Silvestrov et al. 2014; Xia et al. 2015; Frandoloso
et al. 2015). La estrategia es sorprendentemente
efectiva, pero laboriosa; dado que requiere dos
cebadores mutagénicos, dos cebadores silves-
tres (nativos) que flanquean la secuencia de
interés, tres rondas de amplificacion por PCR
por cada mutacién que se desea introducir (Ho
et al. 1989; Sambrook & Russell 2001) y de dos a
tres pasos de purificacion de los productos de la
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amplificacion. Ademas, la verificacion de la es-
trategia involucra secuenciacidn precisa de la
region de interés a fin de comprobar que sélo
se ha producido el cambio que se desea.

En el presente estudio se reporta la cons-
truccion de una quimera viral infectiva ba-
sada en genes de los virus del mosaico del
tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV), del mo-
saico verde suave del tabaco (Tobacco mosaic
green mosaic virus, TMGMV) y del HIV-1, y su
posterior validacion a través de ensayos de
digestion, secuenciacion y pruebas de RT-PCR.
Ademads se demuestra el uso del método de
la extension solapada para crear una mutagé-
nesis sitio-dirigida, en la que se alteraron las
secuencias de nucleo6tidos reconocidas por las
endonucleasas de restriccion (ERs) Xhol y Kpnl
ubicadas en el gen nef. La razon por la cual se

LTR ta,
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planteo esta estrategia se debe al hecho de que
los sitios de restriccion que se desean alterar
dentro del gen neftambién se encuentran
dentro de la secuencia del vector de expre-
sion viral pTMV30B-GFPC3 (p30B) en el cual

se propuso clonar el gen sefialado (FIGURAS 1y
2). La secuencia de reconocimiento de Xhol se
ubica especificamente en el sitio de clonacién
multiple de este vector viral, mientras que la
secuencia reconocida por la ER Kpnl se localiza
en el extremo 3’ del casete de expresion. Esta
ultima enzima es la que se emplea en este sis-
tema de expresion hetero6loga para linearizar
el plasmido recombinante p30B previo a la re-
accion de transcripcion in vitro, cuyo proposito
es producir clones de ARN infectivos del virus
del mosaico del tabaco para su inoculacién en
plantas (Shivprasad et al. 1999).

LTR

gag po Vi

ATGGGTGGCAAGTGGTCAAAAAGTAGTGTGATTGGATGGCCTACTGTAAGGGAAAGAATGAGAC
GAGCTGAGCCAGCAGCAGATGGGGTGGGAGCAGTATCTCGAGACCTAGAAAAACATGGAGCAAT
CACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCAATGCTGATTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAG
GAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGA
TCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAA
GATATCCTTGATCCGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACC
AGGGCCAGGGATCAGATATCCACTGACCTTTGGATGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCAAGA
GAAGGTAGAAGAAGCCAATGAAGGAGAGAACACCCGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGG
ATGGATGACCCGGAGAGAGAAGTATTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACAT
GGCCCGAGAGAAGCATCCGGAGTACTGCAAAGACTGCTGA

FIGURA 1. Estructura del genoma del VIH-1 mostrando los genes que codifican para las proteinas estructurales
internas (gag), estructurales externas (env), enzimaticas (pol), auxiliares regulatorias (tat y rev) y auxiliares
accesorias (vif, vpr, vpu y nef), adaptado de Flint et al. (2004). En la secuencia del gen nef detallada se encuentran
sefalados en cursiva los codones de inicio (ATG) y terminacion (TGA) de la transcripcidn, asi como las secuencias
de nucledtidos reconocidas por las ERs Xhol (CTCGAG) y Kpnl (GGTACC) que se representan subrayadas.
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FIGURA 2. Estructura del vector de clonacién/expresion viral p30B-GFPC3 antes [A] y después [B] de ser
linearizado con la ER Kpnl, adaptado de Shivprasad et al. (1999), Fauquet et al. (2005) y Meyers et al. (2008).
Los tres primeros genes pertenecen al virus del mosaico del tabaco (TMV). El primero de ellos codifica para una
proteina con dos dominios funcionales: uno metiltransferasa que actda afiadiendo un residuo de metilguanosina
(M.G) al extremo 5’ del ARN recién sintetizado (encabezamiento), y un dominio C-terminal que tiene similitud con
ARN helicasas. El segundo marco de lectura codifica para la replicasa viral (R) o ARN polimerasa dependiente
de ARN (RdRp), y el tercero para la proteina de movimiento (PM). La caja de rectangulos simboliza el marco

de lectura de la proteina fluorescente verde (GFP por sus siglas en inglés), cuya expresion esta bajo el control
del promotor nativo del gen codificante de la proteina de la capside (pc) del TMV. El quinto marco de lectura
codifica para la proteina de capside del virus del mosaico verde suave del tabaco (Tobacco mild green mosaic
virus, TMGMV). Se muestran las regiones 3’ no traducidas (3'UTR) del TMV (3 pseudonudos) y del TMGMV (6
pseudonudos). Las cajas verde y marrdn representan los promotores sub-genémicos nativos de la PC del TMV

y del TMGMYV, respectivamente. Con flechas se indican los sitios de reconocimiento para las ERs Pacl y Xhol
utilizados para la insercion del gen de interés y el sitio Kpnl empleado para linearizar el plasmido previo a la
reaccion de transcripcion in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Las reacciones en cadena de la polimerasa (por
sus siglas en inglés, PCR), se realizaron utili-
zando la ADN polimerasa del sistema GoTaq®-
Green (Promega). Las ERs Pacl, Kpnl y Xhol y
la ADN ligasa del fago T4 fueron adquiridas en
diferentes casas comerciales (Invitrogen, New
England Biolabs, Promega). El plasmido de clo-
nacién pET-21d(+)-Nef (pETNef) portador de la
secuencia del gen nef del VIH-1 fue gentilmente
proporcionado por la Dra. Siham Salmen, del
Instituto de Inmunologia Clinica Louis Pasteur,
Universidad de Los Andes, Mérida, Venezue-
la. El vector de clonacién/expresion p30B fue
donado por el Dr. William Dawson del Depar-
tamento de Patologia de Plantas, Universidad
de Florida, California. Las secuenciaciones de
cada paso hasta obtener el producto génico
modificado se realizaron a partir del ADN plas-
midico del vector p30B a través del método de
Sanger automatizado (Eurofins, MWG-Operon,
Huntsville, Alabama).
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DISENO DE CEBADORES

El disefio de los cebadores se realiz6 emplean-
do los programas bioinformaticos OligoExplo-
rer 1.1.2 y AnnHyb 3.5 beta 15. Se disefiaron
tres pares de cebadores para introducir dos
mutaciones sitio-especificas utilizando el méto-
do de extension solapada por PCR (Craik 1985;
Carter 1986; Ho et al. 1989; Weiner et al. 1994;
Sambrook & Russell 2001). Los sitios de restric-
cion para las endonucleasas Pacl (TTAATYTAA)
y Xhol (CYTCTGAG) se introdujeron en los
cebadores forward (FS) y reverse (RS) silvestre,
respectivamente, mientras que las sustitucio-
nes puntuales para modificar las secuencias

de restriccion reconocidas por las ERs Kpnl 'y
Xhol se realizaron en marco de lectura a través
de los cebadores forward (FM) y reverse (RM)
mutantes (CUADRO 1).

CUADRO 1. Cebadores empleados para introducir las mutaciones
puntuales en las secuencias de reconocimiento de las enzimas de
restriccion Kpnl (GGTACTC) y Xhol (CYTCTGAG).

CEBADOR SECUENCIA* Tm (°C)

FS GTCTCATTAATTAAATGGGTGGCAAGTGGTCAAAA 60,6
RS GACCATCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG 68,0
FM-Kpnl CCAGTCACACCTCAGGTCCCTTTAAGACCAATG 70,3
RM-Kpnl CATTGGTCTTAAAGGGACCTGAGGTGTGACTGG 70,3
FM-Xhol GTGGGAGCAGTATCGCGAGACCTAGAAAAACAT 69,3
RM-Xhol ATGTTTTTCTAGGTCTCGCGATACTGCTCCCAC 69,3

“Las secuencias de los cebadores estan escritas en sentido 5’ 3’; los sitios reconocidos
por las ERs Kpnl 'y Xhol se encuentran subrayados y la base sustituida dentro de la
secuencia de reconocimiento de las respectivas ERs se encuentra en negrita.
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OBTENCION DE LOS PRODUCTOS

DE PCR MODIFICADOS

Los productos de la amplificacién por PCR
portadores de las mutaciones puntuales se
obtuvieron utilizando la ADN polimerasa Go-
Taq®Green (Promega) de acuerdo a las ins-
trucciones del fabricante. Por cada sustitucion
puntual se utilizaron dos cebadores mutagé-
nicos (FM y RM), dos cebadores silvestres que
flanquean el gen de interés (FS y RS) y tres
rondas separadas de amplificacion por PCR.
La amplificacion de los fragmentos de ADN
solapantes se llevo a cabo en un volumen final

MUTAGENIZADA DEL GEN NEF DEL HIV-1. pdgs. 40—69

de 25 yl, compuesto por 12,5 pl de la mezcla
maestra (MM) de ADN polimerasa, 2.5 mM de
MgCl, y buffer de reaccion 1X (Promega) mas
8 pmoles/ul de cada uno de los cebadores y 6
ng/ul de ADN plasmidico del vector pETNef.
Las combinaciones de los juegos de cebado-
res, el tamafio esperado de los productos de la
amplificacidn y los perfiles térmicos de la PCR
para cada uno de los fragmentos del gen nef, se
especifican en los CUADROS 2y 3.

La tercera ronda de amplificacion por PCR,
cuyo propdsito era reamplificar el gen nef com-
pleto llevando las secuencias mutadas a través

CUADRO 2. Combinaciones de cebadores utilizados
para amplificar el gen nef y tamafios esperados de
los amplicones totales y parciales para este gen en

pares de bases (pb).
FS-Nef RS-Nef
FS-Nef RM-Xhol
FM-Xhol RS-Nef
FS-Nef RM-Kpnl
FM-Kpnl RS-Nef

DEL AMPLICON (pb)
697
133
564
250

447

CUADRO 3. Perfiles térmicos empleados para la amplificacidn total o parcial del gen

ETAPA DE LA AMPLIFICACION POR PCR

nef por PCR.
COMBINACIONES
DE CEBADORES | ppgNATURALIZACION

FS/RM-Xho | 940¢ 1
FM-Xho I/RS e |1
FS/RM-Kpn | oosec |1
FM-Kpn I/RS e |1
FS/RS e |1

ANILLAMIENTO EXTENSION

550C 1 720¢ 1
63 | 1 | 72°¢ | 1
ss¢ | 1| 72°C | T
63c | 1 | 72¢ | 1
ssc | 1| 72C | W

Todas las reacciones fueron expuestas a una etapa de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5’y una

extension final de 72 °C durante 5'.



48

ARNALDO M. NOGUERA A.

de una reaccion de extension solapada, se rea-
liz6 en un volumen de 100 pl, consistiendo de
50 yl de MM, 0,1 nM de los cebadores FSy RS y
4 ul de cada uno de los amplificados parciales
obtenidos en las dos primeras rondas de ampli-
ficacion por PCR. El esquema de la estrategia
metodoldgica de las amplificaciones por PCR
realizadas se representa en la FIGURA 3.
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PURIFICACION DE LOS AMPLICONES

Y DEL ADN PLASMIDICO

La purificacién de los amplicones parciales
obtenidos en las dos primeras rondas de ampli-
ficacién por PCR se realizd fraccionando el
ADN por electroforesis en geles de agarosa en
buffer Tris-acetato (100 mM de Tris-HCl mas 10
mM de EDTA pH 8,0), conteniendo 0,1 pg/ml de

3
_. Gen nefsilvestre

S
<«—— FM <«——FS
g 3 & 5
3 & i -
RS l RM l
& a5 o .
. N —N\ 5

3 5 3 5

l PCR3

A FS
5 < 3
3w ? g\ .:-
& PR e e s .
3‘ = == =i a— Pt e 5‘

5 N\ 3"  Gen nef mutante

5 reamplificado

FIGURA 3. Diagrama esquematico de la mutagénesis sitio-especifica por extension solapada utilizando la
amplificacion por PCR, modificado de (Sambrook & Russell 2001). En las dos primeras rondas de amplificacién
por PCR se generan dos fragmentos separados del gen blanco (en nuestro caso, nef). El amplicén de la PCR 1
estd delimitado por secuencias complementarias al cebador forward silvestre (FS) y uno reverse mutante (RM),
mientras que el amplicén de la PCR 2 se encuentra delimitado por secuencias complementarias a un cebador
forward mutante (FM) y uno reverse silvestre (RS). En la amplificacion por PCR 3 se utilizan ambos cebadores
silvestres para reamplificar la secuencia portadora de la mutacion puntual. Las mutaciones puntuales se
simbolizan como una linea quebrada en los cebadores FM y RM.
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bromuro de etidio; la corrida electroforética
se efectud a 5 vol/cm. Las bandas de tamafio
esperado se cortaron del gel y se purificaron
utilizando el kit FavorPrep™ (Favorgen®)

con algunas modificaciones. Los productos de
la tercera amplificacién (reamplificacién) se
purificaron mediante una extraccidn organica
con cloroformo, precipitacion con acetato de
amonio 10 M mas dos volumenes de etanol
absoluto y posteriores lavados con etanol 70%.
El ADN plasmidico de los vectores de clona-
cion pETNef y p30B se purificaron de la misma
forma que se procedio con los productos de la
reamplificacién del gen nef.

ENSAYOS DE DIGESTION ENZIMATICA

Con el propdsito de validar la introduccion
exitosa de las mutaciones puntuales, los pro-
ductos del gen nef reamplificado se expusieron
a digestiones separadas con las ERs Kpnl y Xhol
(Promega). Las reacciones se realizaron en un
volumen de 20 pl, compuestas de 2 pl de bu-
ffer de digestion 10X, 0,2 pl de albumina sérica
bovina acetilada (BSA) (10 yg/ml), 0,3 U (unida-
des) de enzima y 1 pg/ul de los productos de la
amplificacion por PCR. La mezcla se incub6 a
37°C durante 1 hora 6 16 horas. Estas mismas
condiciones experimentales fueron utilizadas
en digestiones previas del gen nef'sin modificar.

DIGESTION SIMULTANEA DEL INSERTO

Y DEL VECTOR

Previo a la reaccion de ligacion del ADN plas-
midico del vector p30B con el inserto nef modi-
ficado, ambas moléculas se expusieron a una
digestion simultanea con las ERs Pacl y Xhol. El
sistema de digestidn consistio de 2 pl de buffer
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4 (New England Biolabs), 0,2 ul de BSAy 0,3 U
de cada una de las ERs. La mezcla de reaccion
se completd a 20 yl con agua estéril libre de
nucleasas y se incubd a 37°C durante 16 horas.

LIGACION Y TRANSFORMACION

La reaccion de ligacion se realizé empleando el
método “Coffee Break Ligation” propuesto por
Yoshino et al. (2007), para lo cual se ajustaron
las concentraciones de ADN molde del inserto
y del vector a 2 y 6 ng/ul, respectivamente. El
buffer de ligacion estaba compuesto por 66
mM de Tris/HCl pH 7,6, 6,6 mM de MgCl,, 5 ul
de B-ME/ml, 0,5 mM de ATP, 14% de PEG 6000,
25 ng/ul de ASB y 0,02 U/ul de ligasa, la cual

se diluy6 previamente en el mismo buffer de li-
gacion. La mezcla de reaccion se completo a 20
ul con agua destilada estéril y se incubo a 20°C
durante 10 min. Seguidamente se procedio a
transformar células competentes de E. coli,
cepa XL1-Blue preparadas por el método del
TSS propuesto por Chung et al. (1989). La selec-
cion de los clones transformantes se realizé en
medio LB agarizado suplementado con 12,5 ug/
ml de tetraciclina mds 100 yg/ml de ampicilina.

SECUENCIACION DE LOS AMPLICONES
MUTADOS

Con el propdsito de confirmar los resultados
observados en los ensayos de digestion, los
productos de la amplificacion por PCR del gen
nefreamplificado y clonado en el vector p30B
se purificaron utilizando el kit AxyPrep Plas-
mid™ (Axygen®) con algunas modificaciones.
El andlisis del producto purificado se realiz6
por electroforesis en geles de agarosa con las
mismas condiciones sefialadas en el punto de
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purificacién de los productos de la PCR. Las
muestras asi procesadas se resuspendieron

en una concentracion de 100 ng/pl para su
secuenciacion mediante el método de Sanger
(Eurofins, MWG-Operon, Huntsville, Alabama).

TRANSCRIPCION “IN VITRO”

Los transcriptos de ARN portando un andlo-
go de metilguanosina (5 7MeGpppG5 ) en el
extremo 5 -UTR, se sintetizaron utilizando el
sistema de produccion de ARN a gran escala
RiboMAX™ (Promega, Madison, WI) con algu-
nas modificaciones. Con este proposito el ADN
del vector p30B portando el gen nef modificado
(p30BNefM), linearizado previamente con la
ER Kpnl, se sometid a una reaccion de filling-in
(Promega, Madison, WI; Sambrook y Russell,
2001) utilizando 2,5 U/ul de ADN polimerasa
del bacteriéfago T4 en presencia de 2 mM

de dGTP durante 10 min a 37°C, seguido por
inactivacion a 70°C durante 5 min. La reac-
cion final estaba compuesta por una mezcla
de buffer de transcripcion 5X, 100 mM de DTT,
25 mM de cada rATP, rCTP, rUTP, 3 mM rGTP,

5 mM de m’G, 40 u/pl de RNasin, 1 mg/ml de
albumina sérica bovina desacetilada y 20 u/ul
de ARN polimerasa del fago T7. La reaccion se
incub6 a 37°C durante 2 horas.

INOCULACION DE PLANTAS

CON TRANSCRIPTOS “IN VITRO"

El ARN viral quimérico se diluy6 en un volu-
men de buffer fosfato de sodio 30 mM, pH 8,0
en agua-DEPC libre de RNasas. La mezcla se
utilizé para inocular mecdnicamente plantas
de Nicotiana benthamiana en estado vegetativo
(4 hojas tipicas), las cuales habian sido pre-
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viamente tratadas con un periodo de oscuridad
durante 24 horas. Previo a la inoculacién de los
transcriptos virales la superficie de las hojas se
cubrieron con Carburundum 600 mesh. Como
control negativo se utilizaran plantas de la mis-
ma especie rociadas s6lo con abrasivo y buffer
de inoculacion. Una vez culminado el proceso
de inoculacion las hojas se lavaron con agua-
DEPC. Las plantas se mantuvieron en inverna-
dero con fotoperiodo natural y termoperiodo de
25+10°C. El material tratado se observo diaria-
mente hasta la aparicion de sintomas.

EXTRACCION DE ARN TOTAL A PARTIR DE
PLANTAS INOCULADAS CON TRANSCRIPTOS
“IN VITRO"

El aislamiento del ARN total a partir de plantas
inoculadas con el ARN viral quimérico produ-
cido “in vitro”, se realizé utilizando el reactivo
TRIzol™ (Invitrogen). La concentracion y la
pureza se determinaron midiendo la absorban-
cia a 260 nm (A,,) y 280 nm (A, ) en un espec-
trofotometro modelo Biowave DNA (Biochrom
Ltd, UK); mientras que la integridad y el tamafio
del ARN total se determind a través de electrofo-
resis en geles de agarosa y tinciéon con bromuro
de etidio.

RT-PCR A PARTIR DE ARN TOTAL

El ARN total aislado y purificado se utiliz6 para
establecer la sintesis de la primera banda de
ADN a través del sistema ImProm-II"™ (Promega,
Madison, WI.). La produccién de la hebra de
ADN complementario se realiz6 a partir de una
muestra de 1 ug de ARN, el cual se desnaturaliz6
previamente durante un paso de incubacién
inicial a 70°C durante 5 minutos junto con 20
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pmol del cebador reverse 5 -ACCCGATGTTT-
TACGCCATACCACAGTA-3". Este ultimo oligonu-
cledtido estd dirigido contra la region 3" -UTR
del genoma viral quimérico. La mezcla una vez
completada con buffer de reaccion 5X, MgCl,

8 mM, mezcla de dNTPs a una concentracion
final de 0,5 mM cada uno, 20 U/ul de RNaseOUT
y 10 U/ul de transcriptasa reversa; se incubd a
25°C durante 5 min, seguido por una etapa de
sintesis de una hora a 52°C. Dos microlitros del
ADNCc recién sintetizado se utilizaron en reac-
ciones de PCR para amplificar los genes nef, pc
y rdrp; segun como lo indican los cebadores y
los perfiles térmicos detallados en el CUADRO 4.

RESULTADOS

Los ensayos de amplificacién por PCR del gen
nef del VIH-I utilizando cebadores especificos
que presentaban las secuencias de restriccion
reconocidas por las ERs Pac I y Xho I, permitie-
ron visualizar mediante electroforesis en gel
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de agarosa una banda de aproximadamente
700 pb (FIGURA 4). Asi mismo, se puede obser-
var un amplificado inespecifico y de muy bajo
rendimiento de aproximadamente 1.500 pb, el
cual se produce como consecuencia del alinea-
miento del cebador reverse con la secuencia de
nucledtidos 123-157 de la estructura del vector
PET21d que codifica para la secuencia de la
hexahistidina (CAC®). Aun asi, se considera que
estos cebadores muestran buenos resultados
en la amplificacién especifica del gen nef.

Los experimentos de digestion de este gen
con las ERs Xhol y Kpnl previo al ensayo de
ligacion causaron su fragmentacion. En ambos
casos se observaron dos fragmentos, para la
digestion con Xhol las bandas eran de aproxi-
madamente 133 y 563 pb, mientras que para
Kpnllos productos observados tenian tamarios
aproximados de 250 y 446 pb (FIGURA 5). Por
otro lado, las digestiones separadas del vec-
tor p30B con las ERs Kpnl o Pacl permitieron

CUADRO 4. Cebadores y perfiles térmicos utilizados para amplificar por PCR los genes
nef, pcy rdrp, luego de la reaccion de transcripcion reversa.

Fnef GTCTCATTAATTAAATGGGTGGCAAGTGGTCAAAA

94 °C/T° 56°C/ 1° 72°C/T
Rnef GACCATCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG
Fpc CCACTTAAATCGAAGGGTTGTGTC

94 °C/T° 51°C/ 1° 72°C/T
Rpc GCCCTTATAGCTACAGTAGCATCGTCTACCCTC
Frdrp TGTTTTGGTCGCATTGTC

94 °C/T° 49°C/1° | 72°C/1°30
Rrdrp CGGAAACTCACAACCCTT

* Las secuencias de los cebadores estan escritas en sentido 5'— 3'; todas las reacciones fueron expuestas

a una etapa de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5"y una extension final a 72 °C durante 5’ para

los genes nefy pc, y de 7' para el gen rdrp; etapas de la amplificacion por PCR D: desnaturalizacion, A:

anillamiento y E: extension.
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FIGURA 4. Producto de la amplificacién por PCR del gen nef a partir del vector de
clonacion pETNef. NV: gen nef del VIH-1, CN: control negativo, MP: Marcador de peso
molecular, 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs), *amplificado inespecifico.

visualizar la forma linearizada del plasmido,
mientras que su digestion con Xhol determiné
la aparicion de un fragmento de aproximada-
mente 300 pb (FIGURA 6A) y de dos fragmentos
de 300 y 400 pb aproximadamente cuando el
vector era digerido utilizando las ERs Pacl y
Xhol simultdneamente (FIGURA 6B).

Los amplicones parciales del gen nef por-
tadores de las mutaciones para los sitios Xhol
y Kpnl se desarrollaron a través de amplifi-
caciones por PCR a partir de las combinacio-
nes de cebadores FS/RM para los fragmentos

pequetios y FM/RS para los fragmentos grandes

(CUADRO 2). Los productos de la amplificacion
por PCR con la mutacién Xhol se obtuvieron

a partir de la secuencia del gen nef silvestre
clonado en el vector pETNef. Los fragmentos
presentaron tamafios aproximados de 133 pb
el pequefio y 563 pb el grande (FIGURA 7). Por
consiguiente, los amplificados con la mutacion
Kpnl se desarrollaron a partir del gen nef-mu-
tante Xhol, una vez que se validé la mutacion
a través de ensayos de digestion con la ER Xhol
(datos no mostrados). Los fragmentos mutados
para el sitio Kpnl mostraron tamafios de 250
pb el pequerio y 446 pb el grande aproxima-
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FIGURA 5. Productos de la digestion del gen nef tratado con las ERs Kpnl y Xhol.1: amplicén nef
sin digerir, 2: amplicén nef digerido con la ER Kpnl, 3: amplicén nef digerido con la ER Xhol,
MP: Marcador de peso molecular, 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs).

damente (FIGURA 8). Estos resultados se corres-
ponden con los datos obtenidos en los ensayos
de digestion del gen nef silvestre realizados
previamente (FIGURA 5).

La reamplificaciéon del gen mutante lle-
vando las sustituciones puntuales, se realizd
a partir de estos ultimos dos fragmentos en
combinacion con los primers FS y RS (FIGURA 3).
Los productos de la extension solapada presen-
taron tamafos de 700 pb aproximadamente, lo
que concuerda con el tamafio del gen silvestre
amplificado a partir del vector pETNef. Los am-
plicones doble mutantes sometidos a digestion

durante 16 h con las ERs Xhol y Kpnl permi-
tieron observar bandas intactas; es decir, del
mismo tamafio del gen nef silvestre sin digerir
(FIGURA 9). No obstante, la digestion del gen sil-
vestre ocurrié de manera parcial o total cuan-
do fue expuesto a estas ERs durante 1 hora 6 16
horas, respectivamente.

Los amplicones mutantes de tamario espe-
rado que se ligaron al vector de expresion viral
p30B por los sitios Pacl-Xhol, fueron secuencia-
dos para confirmar los resultados observados
en los ensayos de digestion. Los datos de los
electroferogramas y de los alineamientos de
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FIGURA 6. Productos de la digestion del vector p30B tratado con las ERs Pacl, Kpnl y Xhol. [A]:
1 vector digerido con la ER Kpnl, 2 vector digerido con la ER Pacl, 3 vector digerido con la ER
Xhol (Promega), 4 vector digerido con la ER Xhol (New England Biolabs), MP marcador de peso
molecular, 1 kb DNA Ladder (Promega). [B]: 1 vector sin digerir, 2 pozo vacio, 3, 4 y 5 vector
aislado a partir de tres clones diferentes y digeridos simultdneamente con las ERs Pacl y Xhol,
MP marcador de peso molecular, 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).
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FIGURA 7. Productos de la PCR mostrando los amplificados parciales y completo del gen nef obtenidos a partir
del vector de clonacion pETnef. 1, 2: fragmentos pequefio y grande del gen nef, respectivamente, portando el
sitio de restriccion mutante para la ER Xhol, 3: gen nef completo (control positivo), 4, 5, 6: controles negativos
de la reacciones 1, 2 y 3, respectivamente, MP: Marcador de peso molecular de 100 bp DNA Ladder (Promega),
*amplificado inespecifico, con una estrella se simboliza un dimero de cebadores observado en la reaccion 5.

*

FIGURA 8. Productos de la PCR mostrando los amplificados parciales y completo del gen nef obtenidos a partir
del gen nef mutante para el sitio Xho I. 1, 2: fragmentos pequefio y grande del gen nef, respectivamente, portando
el sitio de restriccion mutante para la ER Kpn I, 3: gen nef completo (control positivo), 4, 5, 6: controles negativos
de la reacciones 1, 2 y 3, respectivamente, MP: Marcador de peso molecular de 100 bp DNA Ladder (Promega),
*amplificado inespecifico, con una estrella se simboliza un dimero de cebadores observado en la reaccion 5.
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FIGURA 9. Productos de las digestiones del amplicén del gen nef tratado con las ERs Kpnl y Xhol.1 gen nef
silvestre sin digerir, 2 gen nef silvestre digerido con la ER Xhol luego de 16 h, 3 gen nef silvestre digerido con
la ER Xhol luego de 1 h, 4 gen nef doble mutante digerido con la ER Xhol luego de 16 horas, 5 gen nef silvestre
digerido con la ER Kpnl luego de 16 h, 6 gen nef silvestre digerido con la ER Kpnl luego de 1 h, 7 gen nef doble
mutante digerido con la ER Kpnl luego de 16 horas, MP Marcador de peso, 100 bp DNA Ladder (Promega).

las secuencias obtenidas en este estudio con
la secuencia control del gen silvestre clonado
en el vector pETNef y secuencias de aislados
virales obtenidas en el Banco de Genes (na-
meros de accesiones U44455.1, EU432535.1,
FJ659461.1, AY167123.1, KJ925006.1), permi-
tieron confirmar las sustituciones puntuales
introducidas (FIGURAS 10y 11). Estos resultados
dejan en evidencia la utilidad que, a pesar

de lo laborioso, tiene el método de extension
solapada por PCR para solventar este tipo de
situaciones, en la cual los procesos de ligacion
y linearizacion del pldsmido recombinante
estaban afectados por la presencia de los sitios
de restriccion de las ERs Xhol y Kpnl.

Los ensayos de inoculacién mecanica con
el ARN viral quimérico producido a partir de
la reaccion de transcripcidn “in vitro” permitié
infectar eficientemente plantas de N. bentha-
miana luego de un periodo de 28 dias post-
inoculacidn; Sin embargo, no fue sino hasta
alcanzados los 60 dias de incubacion cuando las
plantas tratadas lograron desarrollar sintomas
mas evidentes y caracteristicos de infecciones
virales, tal como se reflejan en la FIGURA 12.

La extraccion de ARN total a partir de las
plantas inoculadas con los transcriptos virales
permitié obtener ARN total de alta calidad; es
decir, no degradado y de tamario esperado (FI-
GURA 13). Los datos de concentracion de ARN ob-
tenidos oscilaron entre 2.360 pug/mly 340 pg/ml;
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FIGURA 10. Electroferogramas mostrando las mutaciones puntuales que alteraron los sitios de restriccion
reconocidos por las ERs Xhol [A] y Kpnl [B]. En [A] se muestra parte de la secuencia reversa complementaria y en

[B] de la secuencia directa.
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FIGURA 11. Alineamiento de las secuencias amplificadas de genes nef silvestre (Nef-IDIC), nef mutante (presente
en el Vector de Virus de Planta, Nef-VVP) y de secuencias de aislados virales depositadas en el Banco de Genes.
Se sefalan con flechas los sitios mutagenizados reconocidos por las endonucleasas Xho | [A] y Kpn | [B].

mientras que las relaciones entre las lecturas a
260 nm y 280 nm (A, :A,, ) reflejaron medidas
que se encontraron entre 1,357y 2,429.

Las pruebas de RT-PCR utilizando el ARN
total extraido a partir de plantas inoculadas
con los transcriptos “in vitro”, permitieron
confirmar la presencia de los genes nef, pcy
rdrp en un numero representativo de plantas
evaluadas. Aun cuando el rendimiento del
producto de la amplificacién varié entre los
genes estudiados para aquellas muestras que

se analizaron a través de ensayos de RT-PCR,
los resultados se mantuvieron consistentes en
dos ensayos realizados independientemente
(FIGURA 14). Estos andlisis permitieron obtener
productos de la amplificacion por PCR confor-
me a los tamafios esperados para cada uno de
los genes evaluados. En el caso de los ampli-
cones para nef'y pc los productos obtenidos se
encuentran alrededor de los 700 pb, mientras
que el producto de la amplificacion para el gen

rdrp alcanzo los 450 pb aproximadamente; este
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FIGURA 12. Plantas de N. benthamina inoculadas con transcriptos “in vitro” del vector p30B modificado, luego de
un periodo de incubacidén de 60 dias post-inoculacion. Ndtese el desarrollo de una ligera distorsidn de la [amina
foliar, ampollas [A] y moteado [B], planta sana [C].

FIGURA 13. Productos de la extraccion de ARN total a partir de plantas inoculadas con transcriptos virales del
vector p30B modificado obtenidos “in vitro“. Pozos 1-7: plantas inoculadas, PS: planta sana (control negativo).
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FIGURA 14. Productos de la amplificacién por RT-PCR de los genes nef, pc y rdrp a partir de ARN total extraido

de plantas inoculadas con transcriptos “in vitro”. Se muestran los amplicones con tamafios esperados para

los genes nef del VIH-1 [Al, pc del TMGMV [B] y rdrp del TMV [C]. El gen de la B-actina se utiliz6 como control

de la integridad y amplificabilidad del ARN [D], y como control de la RT-PCR se empled el gen de la proteina de
capside del virus de la mancha anillada de la lechosa pc-PRSV [E]. En A, By C 1: RT-PCR a partir de planta sana,
2: control negativo de PCR, 3: control positivo de PCR, 4, 5: RT-PCR de plantas inoculadas y evaluadas para los
genes respectivos, MP: Marcador de peso molecular, 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs). En D 1: control
negativo de PCR, 2: RT-PCR a partir de planta sana, 3, 4: RT-PCR de plantas inoculadas. En E 1: RT-PCR a partir de
ARN total de planta sana, 2: control negativo de PCR, 3: control positivo de PCR a partir de ADN plasmidico donde
se encuentra clonado el gen pc-PRSV, 4: RT-PCR a partir de planta inoculada.
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ultimo producto se corresponde con el tama-
fio esperado para el extremo 5 “terminal de la
replicasa viral del TMV.

DISCUSION

El tamafio del amplificado del gen nef obteni-
do por PCR concuerda con el reportado por
Michael et al.,, (1995); van Marle et al., (2004) y
Parreira et al., (2005); pero presenta una gran
variacion con el tamarfio de los fragmentos ob-
tenidos por Ratner et al., (1996) y Rangel et al.,
(2009), quienes consiguieron amplificados de
900 y 919 pb, respectivamente. Esta diferencia
pudiera estar relacionada con el tamafio de la
secuencia codificante del gen nef, el cual deter-
mina la sintesis de una proteina cuyo tamafio
oscila entre los 25 y 35 kDa (Geyer y Peterlin,
2001; Marusic et al., 2007); o mas probable-
mente, puede estar asociada con la amplifica-
cion conjunta del gen nef'y de un fragmento
de la region regulatoria 3° del genoma del VIH
(Ratner et al., 1996; Rangel et al., 2009).

Los resultados alcanzados en la presente
investigacion permitieron evidenciar la in-
troduccion de mutaciones sitio-dirigidas en el
interior de un gen que tiene un papel impor-
tante en la regulacion, replicacion, patogenia y
progresion de las enfermedades desencadena-
das por el VIH-1 (Shugars et al. 1993; Cammack
1995; Geyer & Peterlin 2001; Marusic et al.
2009; Salmen et al. 2010). Especificamente, las
sustituciones se introdujeron en el nucleotido
103 para el sitio de restriccién de la enzima
Xholy 223 para el sitio de la enzima Kpnl. Bajo
el concepto del sistema de clonacién/expresion
detallado en el presente estudio, los resultados
de las digestiones del amplicén del gen nef con
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las enzimas Xhol y Kpnl representan un obsta-
culo tanto en el proceso de ligacién como en los
procesos de transcripcion in vitro y, potencial-
mente, de su traduccidn. La digestion con la ER
Xhol puede producir plasmidos recombinan-
tes portando no so6lo el gen nef completo sino
también truncado, mientras que la digestion
con Kpnl, la cual es la enzima utilizada obliga-
toriamente para linearizar el plasmido en este
sistema, también fragmentaria el gen de interés
favoreciendo la aparicién de transcritos incom-
pletos (ver FIGURA 2). Estos resultados concuerdan
con lo planteado por Shivprasad et al. (1999),
quienes explicaron que la adicion de un sitio
Xhol dentro del gen gfp permite escindirlo en
uno o dos fragmentos segun el orden en que se
utilicen las ERs. No obstante, este sistema tal
como estd planteado interfiere con el cloneo de
genes de interés que porten la secuencia de res-
triccién para Xhol, como ocurri6 en el presente
trabajo.

Estos resultados en conjunto dejan en
evidencia la utilidad que tiene el método de
extension solapada por PCR para solucionar
problemas asociados con la presencia de sitios
de restriccion en regiones de un inserto o de un
vector, distintas a las destinadas para su liga-
cion. Sin embargo, la introduccion de mutacio-
nes sitio-dirigidas mediada por PCR ha tenido
mayor aplicabilidad en los estudios de carac-
terizacion de dominios funcionales especificos
en polipéptidos de interés médico-cientifico.
Por ejemplo, investigaciones acerca de mutan-
tes sitio dirigidos de Nef en el motivo (K*2EK),
revelaron que este dominio efector es necesario
para inducir la produccion y liberacion de las
chemokinas MIP-1a y MIP-1B en macr6fagos
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infectados (Dai y Steveson, 2010). Asi mis-

mo Aqil et al. (2013), lograron determinar a
partir de ensayos de mutagénesis del motivo
GW 15 13140141 A€ Nef, el papel que desempefian
estos residuos de aminodacidos en la supresion
del silenciamiento viral mediado por el com-
plejo Ago2-RISC; y el efecto que desencadenan
estas alteraciones sobre la carga viral y la
infectividad ocasionada por el VIH-1. Otros
trabajos en los cuales se ha empleado la estra-
tegia de mutagénesis sitio—dirigida, son el es-
tudio de la actividad fibrinolitica de una serin
proteasa extraida de glandulas salivales de una
serpiente marina (Lapemis hardwickii), 1a cual
ha mostrado amplio espectro de aplicacién en
medicina, pero bajo rendimiento en sistemas
eucarioticos (levaduras). Los resultados de
este trabajo revelaron que la enzima doble
mutante (N111R/R230G) alcanzé altos niveles
de expresion en Pischia pastoris y una activi-
dad anti-trombdtica e hipotensora aumentada
en ratas hipertensas espontaneas (Li et al,,
2017). Asi mismo, se han reportado ensayos de
produccion de la enzima dealquilasa humana
cuyo producto se encarga de reparar dafios en
el ADN ocasionados por agentes alquilantes
(Silvestrov et al. 2014); la expresion de la pro-
teina B mutante la cual se une a la transferrina
porcina para inducir respuesta inmune contra
Haemophilus parasuis (Frandoloso et al. 2015);
o la estandarizacion de la estrategia de muta-
génesis sitio-dirigida por PCR con el método

de QuikChangeTM (Agilent Technologies La
Jolla, CA, USA), en la que se emplean cebadores
individuales en reacciones separadas para am-
plificar cada una de las hebras de la secuencia
de interés.
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No obstante, estos datos contrastan lo
reportado inicialmente por Ho et al. (1989),
quienes postularon que la principal limitante
de la SDM radica en la incapacidad que tiene el
método para provocar alteraciones en el inte-
rior de la secuencia blanco. Este grupo afirmo
que los cambios s6lo son posibles siempre y
cuando los cebadores mutagénicos estén diri-
gidos hacia los extremos del ADN clonado. Por
lo tanto, con la estrategia desarrollada en el
presente trabajo qued6 demostrado el alcance
que puede tener este método cuando se planifi-
ca una estrategia experimental adecuada.

El desarrollo evidente de sintomas en
plantas de N. benthamiana inoculadas con ARN
viral quimérico del vector p30B modificado,
fue posible luego de un periodo de incuba-
cion de 60 dias posteriores a su inoculacion.
No obstante, diversos ensayos donde se han
utilizado éste u otros vectores virales similares
para expresar proteinas de interés médico,
sefialan que la aparicion de sintomas ocurre
en un plazo no mayor a catorce dias luego de
inoculadas las plantas (Yusibov et al. 1997;
Marusic et al. 2001; Donini et al. 2005; Meyers
et al. 2008; Hwang et al. 2012; Alkanaimsh et al.
2016). Este retraso observado en la aparicion
de sintomas probablemente esta influenciado
por las condiciones ambientales bajo las cuales
se desarrollaron las plantas inoculadas; ya que,
a pesar de haberse controlado y ajustado pa-
rametros climdticos como fotoperiodo de 16:8
horas luz: oscuridad y termoperiodo (26+2°C),
el material tratado no alcanzé ni la altura
ni el didmetro de la ldmina foliar suficiente
como para manifestar un desarrollo de sinto-
mas perceptibles, aun a los catorce dias de su
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inoculacidn. Dentro de los sintomas predomi-
nantes desarrollados por las plantas se encuen-
tran ampollas, distorsion de la lamina foliar y
moteado; indicios de infeccién aparentemente
virales de amplia ocurrencia en Tobamovirus
(Solis & Garcia-Arenal 1990; Rodriguez et al.
2004; Ortega et al. 2007); sin embargo, otros
sintomas tales como clorosis y moteado se
presentaron en un numero mas limitado de
plantas y en éste ultimo caso luego de un perio-
do de incubacion de 60 dias. Independiente-
mente del tipo y la magnitud de los sintomas
desarrollados por el material utilizado en el
presente estudio, estos resultados concuerdan
con los reportados por otros investigadores
que han empleado el sistema de expresion de
péptidos heterdlogos basado en la familia de
vectores virales 30B (Shivprasad et al. 1999;
Ryabov et al. 1999; Kohl et al. 2006; Kagale et
al. 2012; Mascia et al. 2014). En este sentido,

se debe sefialar que el genoma de los vectores
de virus de plantas se han manipulado ade-
cuadamente; de forma tal que se favorezca el
desarrollo de sintomas de infeccidn sistémica
tipo mosaico, moteado y menos frecuentemen-
te clorosis; en contraposicion a la aparicion

de manifestaciones que impliquen respuesta
hipersensible, reduccién de la ldmina foliar o
pérdida total de la misma. Estas tltimas premi-
sas tienen una nocién bastante légica, ya que
estos vectores se emplean en estrategias cuyo
propdsito es expresar péptidos heterdlogos que
se producen, modifican, compartimentalizan y
almacenan en tejidos vegetales. Por otra parte,
la aparicion tardia de sintomas caracteristicos
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de infecciones ocasionadas por virus luego de
un periodo de incubacidn de 60 dias resulta
un parametro impractico para un sistema de
produccion que tiene como proposito producir
a gran escala proteinas recombinantes en un
periodo corto de tiempo.

Los resultados de los ensayos de RT-PCR
realizados a partir de plantas inoculadas con
ARN viral quimérico desarrollado “in vitro“,
permitieron amplificar y evidenciar que 7 de
las 21 plantas tratadas resultaron positivas
para los genes codificantes de la proteina
auxiliar Nef del VIH-1, la proteina de capside
del TMGMV y la proteina de replicacion viral
del TMV. No obstante, la intensidad de la sefial
para los genes pc y rdrp fue mucho mayor que
la obtenida para el gen nef. Estos resultados
sugieren que de alguna manera el virus quimé-
rico ejerce algun tipo de presion para multipli-
car diferencialmente su genoma y favorece la
replicacion de aquellos genes que son determi-
nantes para su biologia. En este sentido, Lom-
bardi et al. (2009) demostraron que los bajos
niveles de expresion de Nef en plantas de N.
benthamina agroinfiltradas, estan modulados
por un mecanismo de silenciamiento dirigido
por pequefios ARN interferentes especificos de
Nef producidos por la planta. Esta estrategia
de silenciamiento génico post-transcripcional
forma parte de la respuesta innata que han
desarrollado las plantas como defensa con-
tra acidos nucleicos invasivos de transgenes,
transposones y transcriptos virales (Jovel &
Ramirez 2002; Baulcombe 2004; Flores et al.
2005; Alvarado & Scholthof 2009).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede sefialar que
la estrategia metodoldgica disefiada y ejecutada, permitio construir un vector

de virus de planta constituido por genes provenientes de los virus del mosaico
del tabaco (TMV), del mosaico verde suave del tabaco (TMGMV) y de inmunode-
ficiencia humana (HIV). El desarrollo de esta quimera viral fue posible gracias

al método de mutagénesis sitio-dirigida, el cual permiti6 solventar el problema
relacionado con la presencia de los sitios de restriccion que estaban afectando
los procedimientos de ligacidon del gen nef con el vector p30B, la linearizacién del
vector una vez modificado y la transcripcion “in vitro” del vector linearizado. Fi-
nalmente, esta quimera se considera una herramienta biotecnolégica que puede
ser empleada en la produccion de una vacuna potencial dirigida a contrarrestar
las primeras etapas de la infeccién por HIV-1.
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