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1. Introduccién

1.1. ASPECTOS GENERALES DE LA VIROLOGIA VEGETAL.

En 1298 se puso en evidencia por primera vez gue el agente causal de una
enfermedad conocida con el nombre del mosaico del tabaco poseia propiedades fisicas
diferentes a las bacterias (Beijerinck, 1898). En 1926 se demostré gque estos patogenos,
a los gue se les acufid el nomhbre de virus, contenian acido nucdleico, ademas del
componente proteico determinado previamente. En el caso concreto del Virus del
mosaico def tabaco (TMV], se demostrd gque el acido nucleico era del tipo RMA y 20
afios mas tarde, Fraenkel-Conrat {1956) observd que preparaciones puras de este RNA
eran por si solas capaces de reproducir la enfermedad. Este descubrimiento significd la
demostracion, por primera vez, de gue el RNA también es portador de la informacion

del material hereditario.

Una serie de descubrimientos posteriores pusieron de manifiesto que los virus
vegetales pueden considerarse como parasitos moleculares de la maguinaria
traduccional de la célula. Asi pues, una eficiente expresion y replicacién del genoma
viral debe pasar por la competicién con los genes celulares. Dada la limitada capacidad
codificante del genoma de los virus vegetales (la mayoria de ellos poseen entre 4 y 10
genes), estos patogenos utilizan una wvariada combinacion de mecanismos de
expresion. Entre éstos cabe destacar, la organizacion multipartita de su genoma, la
sintesis de RNAs subgendémicos, el procesamiento proteolitico de una tnica
poliproteina, el solapamiento de los marcos de lectura abierta (ORF), el
desplazamiento de lectura de los ORF, la sintesis proteica obviando codones de

parada, la presencia de activadores traduccionales, etc.



En general, el ciclo de infeccidon de los virus vegetales incluye las siguientes

etapas (Figura 1):

1. Penetracion en la célula vegetal, que puede ocurrir bien mecanicamente o
hien con la ayuda de vectores bioldgicos (insectos, nematodos, hongos).

2. Desencapsidacion y traduccién, procesos que muy probablemente estan
acoplados.

3. Replicacion, en la que intervienen proteinas codificadas tanto por el virus
como por el huésped.

4. Movimiento celula a célula, que ocurre a través de los plasmodesmos y que
requiere, al menos, la proteina de movimiento (MF) codificada por el genoma
viral.

5. Mowvimiento sistémico, por el gque el virus alcanza las partes distales de la
planta a través del sisterma vascular (normalmente via floema).

6. Transmision, a otras plantas no infectadas a través de wvectores hiologicos

{etapa1].

La elucidacién de la estructura primaria de un gran namero de virus vegetales y
la posterior comparacidon con la de los virus animales ha puesto de manifiesto la
presencia de genes funcionalmente homdlogos entre amhos v ha permitido su
clasificacion en cuatro grandes superfamilias: virus tipo alfa, tipo picorna, tipo carmo ¥
tipo sobemo (Ahlquist y col., 1985; Goldbach, 1987; Hahili ¥ Symons, 1989; Goldbach vy
col., 1991). El virus ohjeto de estudio en el presente trabajo, el Virus def moteado de!
clove! (CarMV), pertenece a la superfamilia tipo carmo dentro de la familia
Tombusviridae. Los virus pertenecientes a esta familia se caracterizan por poseer un
genoma monopartito de sentido positivo de RNA de simple cadena. La familia
Tombusviridae consta de ocho géneros: Tombusvirus, Carmovirus, Machlomovirus,
MNecrovirus, Dianthovirus, Panicovirus, Aureusvirus ¥ Avenavirus (Russo y col.,, 1994;
Mayo y Pringle, 1998; Fringle, 1998}, siendo el género Carmovirus al que pertenece el

CarMV.
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FIGURA 1. Esquemas simplificade del cicle viral de los virus de RNA. En el esquema representado se
pueden observar las etapas de penetracion viral y expresion temprana de genes, replicacion y

transeripeion del RNA viral, ensamblaje de viriones y dispersian dela infeccian.



1.2. GENERO CARMOVIRUS

Los Carmovirus han sido clasificados dentro de la familia Tombusviridae que
fue estahlecida por el Comité Internacional para la Taxonomia de los virus (ICTV]) en el
Nowveno Congreso Internacional de Virologia en Glasgow en 1993 {Mayo v Martelli,
1993). Se describe como constituida por virus de RNA de pequefio tamafio gue
contienen particulas poliédricas de contorno redondeado (alrededor de 20 nm de
diametro} cuya estructura superficial esta pobremente resuelta (Martelli ¥y Russo,

1994).

La gama de huéspedes naturales de cada especie de virus es reducida v
restringida a dicotiledoneas, si hien, la de huéspedes experimentales es amplia. Suelen
causar importantes pérdidas economicas en las cosechas, especialmente en las
regiones templadas, donde se han descrito la mayoria de los virus pertenecientes a la
familia Tombusviridae (Russo y col, 1994). Todos ellos son transmisibles por
inoculacidén mecanica y por propagacidon vegetativa. Estos virus se encuentran en
ambientes naturales (aguas superficiales y tierras de cultivo) por lo que en general no
necesitan vectores para su transmision. S6lo en el caso de un Tombusvirus [Virus de fa
necrasis def pepino (CNV]] v tres Carmovirus [Virus def manchado de la hoja def peping
{CLEV), Virus def pepino transmitido por el suelo (CSEV) v el Virus de fas manchas
necrdticas del mefdn (MNSV]] se ha demostrado que son transmitidos por el hongo
{Chytrid fungus) Cipidivm hornovanum (Martelli, 1994), siendo otros transmitidos por
escarabajos [Virus def moteado de fa cariffa (CPMoV), Virus def mosaico sugve de g
fudio (BMMVY), Virus del moteado del Blfackgram (BMoV), Virus del agrrugamiento del
nabo [TCWV)] {van Regenmortel y col., 2000). La infeccion ocurre en primer lugar en las
raices, donde pueden permanecer restringidos, pero pueden invadir todo tipo de

tejidos cuando ocurre una infeccidn sistémica (Russo y col., 1994].

El erupo Tombusvirus esuno de los 16 grupos de plantas establecido en 1971 {Harrison

vy col., 1971). Su estructura ha permanecido inalterable a través de los afios a



excepcion del nidmero de componentes. En el Comité Internacional para la Taxonomia
de los virus (ICTV) de 1991, el grupo se extiende de 5 a 12 wvirus (Martelli, 1991). El
establecimiento del grupo Carmovirus es mas reciente. Aunque desde 1977 se tienen
evidencias para separar en un grupo distinto al CarMV junto con un nidmero de virus
similares (Hull, 1977), éste no es reconocido formalmente como grupo taxonomico
hasta 1991 por la ICTV {Morris, 1991). Ambos grupos (Tombusvirus ¥ Carmovirus)
presentan caracteristicas comunes, como son la estructura y morfologia de la
particula, el tipo de genoma (monopartito de sentido positivo de RMA de simple
cadena), las propiedades fisico-quimicas y el comportamiento epidemiologico v
ecologico. Pero diferencias en el tamafo del genoma, el cual es ligeramente mayor en
Tombusvirus (4,7 Kb en vez de 4 Kb}, y en su organizacién estructural han mantenido
separados los dos grupos taxondmicos, que después han dado lugar a los respectivos

géneros Tombusvirus y Carmovirus {Russo y col., 1994,

Actualmente la familia Tombusviridae comprende el género Tombusvirus con
12 especies definitivas, el género Carmovirus con 14 especies definitivas v 7 especies
provisionales {Tabla 1}, el género Necrovirus con 5 especies, el género Dianthovirus
coh 2 especies y los géneros Machlomovirus, Aureusvirus, Avenavirus y Fanicovirus

con 1 especie cada uno



GENERO CARMOVIRUS

Especies

Referencias

Virus transmitido por el oguo de Ahfum {AWBW)
Virus def mosoico suove de la fudio (BMMY)

Virus def rayade clordtice de o cardomtine {CCFV)
Virus def moteado def clavef (CarfMV)

Virus def moteado de fo carifie (CPMoV)

Virus def pepine transmitide por ef sueto {CuSBY)
Virus def mosaico de fo gofinsoga {GalMy)

Virus de fas manchas en aniflo clordticas ded Hibiscus (HCRSY)
Virus de tos aniffos necraticos det iris faponés (IINRY)
Virus de tas manchos necraticas del meton [MNSY)
Virus de fa rotura de o flor def Peforgonium (PFBY)
Virus def cactus soguaro {SgCV)

Virus def arrugamiento del nabo {TCW

Virus tronsmitido por ef aguo de Wedde! (WWBY)

Especies provisionales en el género

Virus def moteads def Blockgram (BMoV)
Virus tatente def saiico (ELV)

Virus def moteado de fo glicing {GMoW)
Virus de ta necrosis apicaf det narciso {NTHW)
Virus arabescos del Pelargonium (PLPY)
Plontain virus & (PLEV)

Virus asintomdtico de fo Tephrosio {TeSV)

¥iy col. {1992}
Waterworth {1981}
Skotnicki y col. (1993}

Waterworth v Kaper {1972}
Bozarth y Shoyinka {1979).

Koenigy col. (1983}
Behncken y col. {1982)
Waterworth {1980
Takemoto vy col. {2000]
Bosy col. (1984}
S5tone y Hollings {1973)
Hammond {1981}
Hollings v Stone {1972}
Yiy col. {1992}

Scott y Hoy {1981}
lones {197 4

Behncken y Dale {1984)
Mowrat y col. {1976)
Plese y Stefanac {1980}
Hammond {1981)

Bock {1982}

Takla 1: Clasificacion de les virus pertenecientes al génere Carmovirus



1.2.1. Estructura y organizacién genémica

Las micrografias electronicas de tinciones negativas de los virus pertenecientes
al género Carmovirus muestran particulas isométricas de aproximadamente 20 nm de
diametro, con una superficie granular (Fig. 2). La masa molecular del virion es de 8,2 x
10°. Sedimenta como un solo componente con un coeficiente de sedimentacion de
118-120 5 {van Regenmortel y col., 2000). El peso molecular del genoma esde 1.4-1.6 x

10515; elde la proteina de la capsida de 26,000-46,000 {(Morris y Carrington, 1988).

FIGURA 2 Visualizacidn mediante tincign negativa de particulas purificadas del CarMY al Microscopio
Electrdnice de Transmisidn. {Barra=100 nm). Micrografia obtenida por las Dras. C. Risco y M.A Sanchez-

Pina en el CNB (CSIC, Madrid].

Las particulas virales se hallan distribuidas en un sistema icosaédrico de

simetria T=2 y estan compuestas de 120 subunidades proteicas guimicamente



idénticas. Cada subunidad se pliega en dominios estructurales distintos: R, el dominio
interno N-terminal que interacciona con el RNA viral; 5, el dominio armazdén que
constituye el esqueleto superficial de la capsida al que esta conectado, mediante un
brazo amino terminal, el dominio R; y P, el dominio C-terminal gque se proyecta hacia
afuera, que conecta con el dominio 5 por una bisagra. Los dominios F se agrupan en
parejas para formar 90 proyecciones sobre la superficie de la particula (Harrison, 1982;
Morgunova y col., 1994; Russo y col.,, 1994). El dominio P determina la propiedades
inmunologicas y otras propiedades hiolégicas del virion (Russo vy col., 1994) Los
contactos entre dimeros son importantes para el ensamblaje y la estahilizacion de la
estructura del virion. El dominio R contiene un gran nimero de residuos cargados
positivamente responsables de la unién con el RNA. Se han descrito sitios de unién a

Ca" que estahilizan los contactos entre dominios S {van Regenmortel y col., 2000}.

Aungue la particula viral es una estructura muy estable, ésta puede adoptar
una estructura expandida a valores de pH superiores a7 v en presencia de EDTA, pero
este camhbio conformacional es reversible bajando el pH o por adicion de Ca™ (Stone,
1980; Stefanac v col,, 1982). Durante esta expansion de la particula no hay cambios de
la configuracion interna de los dominios de las subunidades proteicas de la particula y
s0lo estan implicadas las uniones flexibles de las subunidades. Se ha sugerido que
estos camhbios conformacionales pueden ser importantes para permitir que el RNA

entre y salga de la particula {5tone, 1980; Francki y col., 1985]).

En el TCV el ensamblaje del virién se inicia por un complejo de tres dimeros de
subunidades proteicas que interaccionan con una zona especifica del RNA viral (Sorger
v col., 1986). Los primeros analisis de este complejo ribonucleoproteico de iniciacion
revelaron gque los fragmentos de unidn del RNA a las subunidades de la proteina de
cubierta, se localizaban en la regidn 5'terminal {en el gen de la polimerasa cerca del
codon de terminacion débil de la proteina de 22K}, ¥ en la regidon 27(en el gen de la
proteina de cubierta). Se sugirido entonces que la participacion de estas regiones del

genoma distantes en la encapsidaciéon facilitaban la condensacion del genoma en un



volumen peqguefio (Wei v col., 1990}, Analisis posteriores pusieron de manifiesto gue
unaregion de 186 nudedtidos en el extremo 3'de la proteina de cubierta en la que se
encuentra una horguilla de 28 nucledtidos, es la necesaria para gque se produzca la

encapsidacion [ Qu y Morris, 1997).

Se conoce la secuencia completa de nucledtidos de nueve especies de virus,
CarMV (Guilley y col., 1985; Zhang vy col., 1999; Cafiizares y col., 2001}, MNSV {Riviere y
col., 1989; Riviere ¥ Rochon, 1990}, TCV (Carrington vy col., 1989; Collmer y col., 1992),
CCRY {Skotnicki v col.,, 1993), CPMoV (You v col,, 1995], 5eCV (Weng y Xiong, 1997),
GaMVy (Ciuffreda v col., 1998), HCRSV {(Huang v col., 2000), ¥ JINRY {Takemoto v col.,

2000).

Los virus pertenecientes al género Carmovirus, cuyo miembro tipo es el CarMV
{Morris v Carrington, 1988}, poseen un genoma monopartito de RMA linear de simple
cadena y polaridad positiva, de aproximadamente 4.0 Kb, que contiene al menos 5
marcos de lectura abierta {ORFs] {“open reading frames”} (Fig. 2). La presencia de una
estructura de tipo Cap en el extremo 5's6lo ha sido demostrado para el CarMY [Guilley
v col., 1985), ¥ propuesta para el CPMoV (You v col., 1995). Mo poseen en su extremo
3" una cola poliadenilada (Carrington, 1986; Carrington y Morris, 1986). Una secuencia
no traducible precede al primer ORF (ORF 1), el cual termina en un codon de
terminacion débil, v codifica para una proteina de 27-29K La lectura a través (“read
through”}) del codén déhil tiene como resultado la sintesis de una proteina de 85-28k
{ORF 2). El ORF 2 codifica para una proteina de aproximadamente 7K, empezando 25nt
aguas arriba del coddn de terminaciéon del ORF 2. El ORF 4 codifica para una proteina
de 9K a partir de un coddn de iniciacion localizado aguas abajo del codon de
terminacion de la proteina 85K v solaparia parcialmente con el ORF 3. En el MNZV, el
ORF 32 ¥ 4 estan separados por un codon déhil ¥ se encuentran en la misma fase de
lectura, por lo que la lectura a través del ORF 2 daria lugar a una proteina de 14K

{Russo y col., 1954).



En todos los Carmovirus, el dltimo marco de lectura abierta (ORF 5) codifica
para la proteina de cubierta {CF) ¥ es seguida de una secuencia no codificante de
aproximadamente 200 nt que esta altamente estructurada y gue contiene las
secuencias necesarias para el reconocimiento por la polimerasa y la sintesis de las
cadenas negativas {Morris ¥ Carrington, 1982; Song y Simon, 1995; Stupina y Simon,

1997; Carpenter y Simon, 1998).

Recientemente, se ha descrito nuevos ORFs hasta el momento no conocidos en
miemhros del genero Carmovirus. Asi, en el caso del HCRSY se ha encontrado un
nuevo ORF dentro del ORF1 gue codificaria para una proteina de 22 kDa, ¥ otro
adicional ORF en la misma zona que el ORF5 gque codificaria para una proteina de 25
kDa {Huang v col., 2000). En algunos aislados del PFBY se ha demostrado la expresidn
de un polipéptido adicional de 32 kDa en la region 5 proximal del genoma {Diez v col.,

1999). Hasta el momento no se conoce la funcion de estas nuevas proteinas.

ORF 4

Replicacion Movimiento Capsida

RNA subgendémico 1.7 kb

RNA subgendmico 1.45 kb

FIGURA 3. Reprasentacidn esquemdtica de la organizacidn y expresidn del genoma de los Carmovirus
en general [arriba) y del Carmovirus mejor estudiado (TCV] [akaje). La organizacion de la regian central

(ORFs 3 v 4) puede presentar pequefias variaciones entre |as diferentes especies virales del génera.



1.2.2. Mecanismos de expresion genica

Mediante ensayos de traduccidon in vitro del RMNA del CarMV en lisados de
reticulocito de conejo se describieron todas las proteinas gue codificaba el virus
{Harbison y col.,, 1985; Carrington y Morris, 1985; 1986). El producto del ORF 5 se
identificé como la CF del virus mediante experimentos de inmunoprecipitacion
{Harbison vy col., 1985). De igual modo se confirmé que el ORF coterminal con el
extremo 2'en el caso del PFBY codificaba para la CF (Berthomeé vy col., 1998). Tambien
en el caso del HCRSV, mediante ensayos de traduccion in vitro con RNA viral usando
extractos de germen de trigo y posterior inmunoprecipitacion con antisuero antiHCRSY

se confirmé que la proteina p28 correspondia a la CF {Huang v col., 2000)

Se ha establecido que durante el cido de infeccion de los Carmovirus se
producen dos RMNAs subgendmicos (sgRNA) de aproximadamente 1.5 y 1.7kh,
coterminales con el extremo 3'terminal del genoma. El seRMA mas pequefo dirige la
traduccion de la CP, mientras gue el mas grande parece ser un RNA hicistronico que
dirige la traduccion de las dos proteinas pequefias centrales por mecanismos aln no

caracterizados ( Morris v Carrington, 1988; Russo y col., 1924).

Estudios de traduccion in vitro, con extractos de planta infectadas con CarMV vy
coh viriones, demostraron gue las ORFs del extremo 5'proximal eran expresadas a
partir del RNA gendémico, mientras que una proteina de aproximadamente 10K y la
proteina 28K eran expresadas a partir de dos sgRNA de aproximadamente 1,7 v 1,5Kh,

respectivamente (Harhison y col., 1984; Carrington y Morris, 1986].

Northern de muestras de RNA de tejido infectado con MNSY mostraron la
presencia de dos sgRNAs de aproximadamente 1.9 y 1.6 Kb, respectivamente. El
genoma del MNSY sirve como molde para los productos de los ORFs 1 y 2, mientras
fque los ORFs 2 y¥ 4 son expresadas por el subgendmico mas grande y la proteina 42K

{ORF 5) a partir del subgenémico mas pequefio (Riviere ¥ Rochon, 1990). Se ha



propuesto gque el sgeRNA de 1.9 Kb es mas un RNA hicistronico a partir del cual se
sintetizan dos proteinas peguefias de aproximadamente 7K, que la sintesis de una

proteina pequefia y el producto de su lectura a través (Hacker y col., 1992).

También en el 5gCV se han detectado dos sgRNAs de aproximadamente 1.6 y
1.4 Kh, siendo el primero de ellos el que dirigiria la sintesis de las proteinas 6K y 9K, y el
segundo el que dirigiria la sintesis de la proteina 37K (Weng v Xiong, 1997). En el TCV,
también existen dos sgRNAs de aproximadamente 1.7 v 1.45 Kh. El sgRMA de 1.45 Kb
sirve como molde para la sintesis de la proteina 28K {Carrington y col., 1987), mientras
gue el mas grande actiia como un RNA hicistronico, sirviendo de molde para la sintesis
de las proteinas 8K y 9K (Hacker vy col,, 1992). Para el sgRNA de 1.45 kb, se ha
demostrado la existencia de zonas 5y 2'UTRs, cuya interaccién tiene un efecto

sinérgico en la traduccion de la CP (Qu ¥ Morris, 2000},

Recientemente, en el HCRSV, se ha puesto de manifiesto que la proteina 22K
tambien puede ser expresada a partir del RNA gendmico, aungue la eficiencia en la
traduccion es 10 veces menor gue a partir de los ENAs subgendmicos (Huang y col.,

2000).

Los seRNAs del CarMV, SgCV v HCRSV se sintetizan v encapsidan in vivo {Morris
y Carrington, 1988; Weng y Xiong, 1997; Huang v col., 2000], mientras que los sgsRNAs
de los virus TCV y MNSY se encapsidan muy poco o nada en absoluto {Riviere y
Rochon, 1990; Wei y col,, 1990, 1992]). ¥ mas inusual, en las infecciones con CCFY no se

ha detectado subgenémicos (Skotnicki y col.,, 1993).

1.2.3. Funcién de las proteinas codificadas por el virus

El papel de los productos de los genes en la replicacidon, encapsidacion vy
movimiento de los Carmovirus se ha estudiado principalmente en el TCV, mediante

experimentos de analisis mutacional (Heaton vy col., 1991; Hacker y col., 1992).



1. Proteinas 28K y 88K

Se ha demostrado para el TCV que so6lo se requieren los productos de los ORFs
1y 2 parala replicacion del genoma y ambos productos han de expresarse in vivo para

fue se produzca la infeccidon (Hacker y col., 1992; White vy col., 1995).

Aligual que la proteina 92K de los Tombusvirus, la replicasa putativa del TCV v
de otros Carmovirus (ej. 86K del CarMV), obtenida por lectura a través (22K) contiene
en su secuencia motivos caracteristicos de las RMA polimerasas y dos motivos de la
helicasa de acidos nucleicos (Hahili ¥ Symons, 19839). Aunque la funcién de la proteina
de replicacién mas pequefia (p28) no se conoce (Hacker y col,, 1992}, se sabe que
juega un papel esencial en la replicacién (White y col.,, 1995). Los niveles de
acumulacion de la proteina de replicacion p28 detectados in vive son mucho mayores
fque los de la proteina gque se ohtiene como consecuencia de la lectura a través del
codon de parada dehil (p88), lo gque parece indicar que esta lectura a través es muy
ineficiente, aungue suficiente para que se produzcan pequefias cantidades de pRE
requeridas para la replicacion del genoma del TCV (White v col., 1995]). Aunque en un
principio se sugirié que el nivel de expresidon de la proteina 88K del TCV dependia del
mantenimiento de una estructura en forma de tallo que se forma alrededor del codén
de terminacion deéhil del gen de la replicasa (Wei v col., 1992), estudios posteriores
sugieren que este segmento de RNA probablemente no esta modulando la lectura a
través de este coddn debil, ni por tanto la sintesis de la pRE, sino que mas hien esta
implicado en el mantenimiento de la estabilidad del RNA y/fo forma parte de un
elemento de replicacidn gque actia en cis (White y col.,, 1995). Este estudio también
pone de manifiesto, que mutantes no viables del TCV con mutaciones, hien en el gen
de la p28 o hien en el gen de la proteina gue se obtiene por lectura a través, p28,
pueden complementarse mutuamente permitiendo la replicacion del RNA viral (White

v col., 1995).



2. Proteinas BKy 9K

En general, son relativamente escasos los estudios sobre la estructura y funcion
de estas pequefias proteinas de los Carmovirus. No se han encontrado en ellas los
motivos de amino acidos descritos en las MPs de otros taxones de virus (Koonin y col,,
1991). Mediante estudios de mutantes defectivos en la expresion de las proteinas 8K y
9K, se ha demostrado su homologia funcional con las proteinas de movimiento (Hacker
v col., 1992). Recientemente, s¢ ha puesto de manifiesto, mediante el uso de dichos
mutantes y de plantas transgeénicas transformadas con las secuencias de las proteinas
2K v 9K, que los genes gque codifican las proteinas de movimiento de los Carmovirus
deben actuar en trans en la misma célula para mediar el movimiento célula a célula (Li
y col., 1998). Estudios de fusion de las MPs del TCV con la GFP han puesto de
manifiesto una localizacion citoplasmatica para la p9 y una localizacion nuclear para la
p2. Los analisis de secuencia de la p8 han revelado dos sefiales de localizacion nuclear
{NLSs), las cuales no se presentan en las P2 homdlogas de otros Carmovirus, ¥ no son
necesarias para el movimiento célula a celula, sugiriendose otra funcion desconocida

para esta proteina en el nicleo de la célula (Cohen y col., 2000h]).

Recientemente, se ha expresado en E. Cofi la proteina 7K del CarMV fusionada a
una secuencia de seis histidinas que ha posibilitado su purificacion. Se han demostrado
sus propiedades de union a RNA v se ha mapeado su dominio de unidn en una
secuencia de 19 residuos de aminoacidos {Marcos y col., 1999]. Estos 19 aas adoptan
una estructura en ¢-hélice anfipatica que definen un posible nuevo dominiode unién a

RMA (Vilar v col., 2001).

3. Proteina de cubierta [CP)

Ademas de su obvio papel estructural, la CF de los Carmovirus participa en

otros procesos relevantes del ciclo viral. Asi, se ha demostrado que los viriones del TCV

se requieren para el movimiento a larga distancia, mientras que el movimiento célula a



célula puede ocurrir en ausencia de CF en algunos huéspedes, pero no en otros. A esta
conclusion se ha llegado mediante analisis mutacional de la CF. Asi, mutantes
completos o parciales de la CF, se replicaban solo en protoplastos o en hojas
inoculadas de B. Compestris {huésped sistémico) o Chenopodium amaranticolor
{huésped de lesiones locales), pero no podian invadir sistémicamente la planta. En
experimentos similares realizados en N. benthamiana, la replicacién era defectiva

incluso en la hoja inoculada. {Heaton y col., 1991 v Hacker vy col., 1992).

También se ha descrito que la CF de muchos virus de plantas poseen unos sitios
de unidn a cationes divalentes, particularmente el calcio. La sustitucion de dos de los
aminoacidos gue interaccionan directamente con losiones calcio en la capsida del TCV,
llevaba consigo una disminucién en la capacidad para moverse célula a célula,
sugiriendose que la CP juega un papel importante en las interacciones en el

movimiento célula a célula {Laakso y Heaton, 1993).

En el caso de los Tombusvirus la presencia de viriones no es necesaria para el
movimiento célula a célula, y dependiendo del huésped tampoco es un requerimiento
estricto para el movimiento a larga distancia, por lo que se establecerian unas
diferencias con los Carmovirus, si se generalizan los resultados obtenidos para el TCV a

otros Carmovirus (Russo y col., 1994),

1.2.4. Efectos citopatoldgicos

Las alteraciones citopatologicas de los Carmovirus no han sido extensamente
estudiadas y comparadas, por lo que no se pueden establecer generalidades para este
grupo (Francki y col.,, 1985) a diferencia de lo que ocurre con los Tombusvirus. En este
ultimo grupo se han descrito efectos citopatolégicos caracteristicos como son la
induccion de membranas, la presencia de cuerpos multivesiculares memhbranosos con
vesiculas periféricas en el citoplasma de las células infectadas, infeccién y/o alteracion

del niicleo, ¥ la acumulacion de virus en una especie de burbuja dentro de la vacuola,



gque procede de una estrangulacion del citoplasma hacia el interior de la vacuola

{Martelli, 1981 ; Francki y col., 1985; Morris y Carrington, 1988].

La infeccién en Tombusvirus puede alterar la ultraestructura de mitocondrias,
cloroplastos y niicleo en diferente grado, y las particulas virales pueden encontrarse en
estas organelas dependiendo del virus, del huésped y probablemente de las
condiciones ambientales {Martelli v col., 1977). El rasgo mas caracteristico de las
células infectadas con Tombusvirus es el desarrollo de cuerpos vesiculares en el
citoplasma. En un principio se penso gue estas estructuras se formaban a partir del
reticulo endoplasmatico y dictiosomas (Russo y Martelli, 1972); mas tarde se sugirio
fque derivaban o estaban asociados a cdoroplastos (Appiano vy col., 1978). Sin embargo,
otros estudios indican gue proceden de microcuerpos y mantienen la actividad
enzimatica del microcuerpo, lo que se ha demostrado en células infectadas con el Virus
de las manchas en anifto def Cymbidium (CyRSY), el Virus del arrugamiento moteado de
ta herenjena (EMCV) v el Virus def enanismo ramificado def tomate (TBSV) (Russo v

Martelli, 1972; Makkouk v col., 1981 ; Hatta y col., 1982; Russo y col, 1983).

El papel de los cuerpos multivesiculares no esta claro, aungue se ha sugerido
fque estan implicados en la replicacion ya que contienen fibrillas que pudieran ser
acidos nucdleicos (Martelli, 1981; Russo vy col, 1983). Ademas se ha comprobado en
infecciones del TBSVY que los cuerpos multivesiculares aparecen algunas horas antes de
la primera deteccidon de particulas virales, lo cual es esperable si tienen un papel

precursor (Appiano y col,, 1921).

En cuanto a los Carmovirus, las observaciones estructurales han mostrado que
las particulas se acumulan a una concentracion alta en el citoplasma de las células
infectadas, que las hace ser facilmente reconocidas, aungque usualmente no forman
acregados cristalinos [{Robleda, 1973). S6lo se han descrito cristales de particulas
virales en células infectadas con HCRSV v en las raices de plantas infectadas con TCV

{Morris y Carrington, 1988). Los cuerpos de inclusidn tampoco son comunes y s6lo en



el caso del PLPV se ha descrito que induce cuerpos de inclusidon citoplasmaticos que
contienen particulas virales embehidas en una matriz (Stefanac v col., 1982). Se han
descrito inclusiones citoplasmaticas fibrilares en tejidos infectados con el CuSBEY

{Koenig y col., 1982).

En varios Carmovirus se han observado cuerpos multivesiculares similares a los
descritos para Tombusvirus, tales como los que proceden de peroxisomas vesiculados
asociados con cloroplastos en la infeccion por el GMoV {Behncken v Dale, 1984). En
celulas infectadas con HCRSY se han observado peroxisomas similares vesiculados e
hinchados, menos parecidos a los cuerpos multivesiculares (Morris y Carrington, 1988).
En otros casos, los cuerpos multivesiculares son de origen mitocondrial con
vesiculacidén periférica llamativa, como los ohservados en plantas infectadas con TCV
{Russo y Martelli, 1982) vy con GaMV (Hatta y col., 1983). La proliferacion de las
vesiculas citoplasmaticas se ha observado en infecciones del NTHNY {(Mowat y col,

1976}, EMoY [Scott v Hoy, 1981}, v CusSBY (Koenig v col., 1983),

Una caracteristica comun observada en la mayoria de estos virus (EMoY,
CuSBV, GaMV, HCRSV, SgCV, v TCV) es la falta de particulas asociadas con el nicleo. Sin
embargo, se han observado particulas en las proximidades del nudeoclo en el CarMV
{Robleda, 1973) vy GMoV (Behncken y Dale, 1984). Otra caracteristica asociada a unos
pocos Carmovirus, es la localizacion de estos virus en el interior de la vacuola, como es
el caso del TCV {Russo v Martelli, 1982}, v del HCRSV [{Waterworth, 1980}, mientras
fgue el NTNV aparece embehido en una matriz vacuolar {Mowat y col., 1976). S6lo en el
caso del GMoV, se describen estrangulaciones del citoplasma dentro de la vacuola, gue

es5 mas tipico de Tombusvirus (Martelli, 1921).



1.3. EL VIRUS DEL MOTEADOC DEL CLAVEL {CarMV)

El cultivo del cdavel se wve particularmente afectado por una serie de
enfermedades de origen viral entre las que cabe destacar la ocasionada p or el Virus de!
moteado det clavef (Pallas y col., 1999). El CarMV fue descrito por Kassanis (1955]) y
mas tarde estudiado por Hollings v Stone {1964}y Kemp (1964). Es el miembro tipo del
grupo de los Carmovirus {Morris v Carrington, 1988). Generalmente reconocido como
un importante componente de las enfermedades complejas de virus que afectan a las
cosechas de todo el mundo. Resulta ser pues un virus de extraordinaria repercusion
econdmica. Los principales efectos de este virus son la intensificacion de los sintomas

provocados por otras virosis {(Smookler y Loebenstein, 197 5; Devergner, 1984).

1.3.1. Propiedades biclégicas y transmisibilidad

La gama de huéspedes naturales del CarMV esta generalmente restringida a
miemhros de las Caryophyifaceage v especialmente a las especies del género Dignthus
L., en las cuales solo produce un suave moteado o es asintomatico (Hollings v Stone,
1970). El CarMV se encuentra mundialmente distribuido en los cultivares de clavel
{Dianthus caryophyfius). Laincidencia de este virus en las plantaciones comerciales ha
sido objeto de muchas investizaciones (ej. PBrierley ¥ Smith, 1957; Smookler y
Loebenstein, 1975; Makkouk v Shabah, 1980; Lommel y col., 1982; Cano v col,, 1994).
Aungue ha sido frecuentemente descrito como un virus asintomatico, varios estudios
han demostrado que la infeccion puede tener un efecto perjudicial en la produccion de
flor cortada. Este efecto puede ser particularmente importante cuando el CarMV se
encuentra en infecciones mixtas con otros virus, ya gue este virus tiene un efecto
sinérgico (Prierley, 1964; Hakkaart, 1964; Hollings v col., 1977). En concreto, produce
una disminucion del vigor de las plantas, el descenso en la produccion de las flores y
pérdidas importantes durante el enrraizamiento de los esquejes {(Brige v col., 1990;

Eatllé v Lavifia, 1992). En los cultivares rojos de clavel se ha atribuido al virus una

20



atenuacion del color de los pétalos gque tiene lugar a temperaturas hajas (Devergne,
1988). Cuando el virus acttia en combinacion con el Virus del anifto def grabado del
ciavel ({CERV)Y o el Virus del moteado de fos vengs (CVMY), el moteado v la clorosis son
muy severas, conduciendo en ocasiones a la necrosis y muerte de la planta (Barberet v

Blanc, 5.A.).

Es el virus mas extendido en los cultivos de Dignthus. L {Brige v col., 1990). En
un muestreo realizado en la zona del maresme (Catalufia) en los meses de junio de
1988 v 1989 se comprobd que el 79% vy B85% respectivamente de las variedades
analizadas presentaban un nivel mas o menos alto de virus [Batllé y Lavifia, 1992). En
California se demostré una incidencia de hasta un 72% en la produccién de flor de
invernadero {Lommel y col., 1982) e incluso se habia descrito una incidencia del 100%

{Hollings v col., 1977; Makkouk v Shahah, 1980].

El CarMV es un virus de gran poder infectivo, de transmision rapida, que se
mantiene por propagacion vegetativa (Zandwort, 1972} por lo que es necesario un
riguroso control en la manipulacion de los esguejes de clavel, y a pesar de la
termoterapia y el cultivo de meristemos apicales es el virus mas dificil de eliminar
{Maia vy col., 1969; Hollings v col.,, 1972). Esta es una de las principales razones por las
fque la legislacion de la UE considera la ausencia del CarMV como el principal indicador

fitosanitario de las enfermedades virales en clavel.

El CarMV tamhién se ha descrito en Dagphne spp., Lactuca y posiblemente
Ranuncufus {Morris-Krsinich ¥ Milne, 1977]). Ademas, se ha demostrado gue las plantas
silvestres constituyen un considerable reservorio potencial del CarMVY. Estudios
realizados en zonas de cultivo de clavel de la Regidon de Murcia, mostraron gue la
familia Compositae era la mas afectada por este virus (52,63% del total de especies

infectadas) de entre todas las plantas silvestres analizadas (Cano vy col., 1954].
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En cuanto a los huéspedes experimentales se ha descrito que incluye unas 20
especies en 15 familias de plantas, las mas utilizadas pertenecen a las familias
Caryophytioceqe v Chenopodioceae, en las que el CarMV se trasmite facilmente por
inoculacidon mecanica (Morris y Carrington, 19882 Sanchez-Navarro y col., 1996).
Chenopodium qguinoa es el indicador biologico del CarMV mas utilizado en los métodos
de diagnosis hiolégicos (Devergne y col., 1982), por ser un huésped de lesiones locales
v de facil propagacion. Las lesiones se manifiestan como manchas cloréticas localizad as
gque son visualizadas a los 4-7 dias post-inoculacion {dpi]. En algunos casos se ha
descrito infeccion sistémica acompanada de moteado, ademas de deformacion en
aleunas hojas (Hollings y Stone, 1970). Este bioensayo permite detectar al menos 0.01
ng de virus/ml, permitiendo revelar la llamada “forma atenuada” de infeccion
{Sanchez-Navarro y col., 1996). Otro indicador biolégico descrito como un excelente
huésped del CarMV es Saponaria vaccaria (Hakkaart v van Olphen, 1971), ¥ aungue se
describe como mas sensible que C. quinoag (25 veces mas), probablemente porque
pertenece a la misma familia que el clavel (Caryophyliaceae), tiene el inconveniente de
fque requiere periodos mas largos de incubacidn (Sanchez-Navarro y col., 1996). Sin
embargo, los métodos de diagnéstico del CarMY mas usados, para ensayos
sistematicos a gran escala, son los basados en las propiedades serologicas de las
proteinas virales (test ELISA) dada su facilidad v sensibilidad {1ng/ml), aungue tienen el
inconveniente de que no detectan la forma atenuada (Devergne y col., 1982 ; Sanchez-
MNavarro ¥ col., 1996). Recientemente se han desarrollado métodos alternativos
hasados en la hibridacion molecular no radiactiva con los que se ha obtenido una
sensibilidad (0,54 ng/ml) muy similar ala del hioensayo de €. qguinog (Sanchez-Navarro
y col., 1996). Estos métodos permiten ademas la detecciébn simultanea de los
principales virus del clavel lo que conlleva un considerahle ahorro de tiempo y dinero

{Zanchez-Navarro y col., 1999).

El CarbV se transmite facilmente por via mecanica, al realizar pinzados v

recolectar la flor [Devergne, 1982; Batllé y Lavifia, 1992) y por Aphis gossypii (Singh v

Singh, 1989). Los intentos de transmision por semilla han sido hasta ahora
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infructuosos. En la hibliografia tamhbhién aparecen referencias sobre la presencia del
CarMV en las aguas de canales de zonas de cultivo (Koenig y Lesemann, 1985; Koenig v
col., 1989; ¥i v col., 1992). Esto ha llevado a pensar en la posible implicacion de las
aguas de drenaje en la transmision del virus (Cano y col., 1994). Recientemente se ha
demostrado su presencia en estas aguas vy en aguas de riego mediante analisis por RT-

PCR (Sanchez-Mavarro, Cano y Pallas, resultados no publicados).

1.3.2. Propiedades del virién, estructura y organizacién gendémica.

El CarMV es un virus muy resistente, el punto de inactivacion térmica del virus
es de 908C (10 min) aungue a 652C pierde mucha infectividad. La infectividad
sobrevive durante 70 dias a 202C y la forma atenuada es recuperable después de 132
meses. El virus obtenido del jugo liofilizado de Diagnthus borbatus, almacenado a
temperatura de laboratorio, al vacio, mantuvo la infectividad durante mas de 10 afios

{Hollings v Stone, 1970).

El CarMV es un virus isométrico de 20 nm de diametro gue posee un genoma
monopartito de sentido positivo de aproximadamente 4.0 Kb (masa molecular
aproximada 1.4 x10) {Morris ¥ Carrington, 1982). La secuencia completa del CarMv
consta de 4002 nucledtidos (Guilley v col., 1985). Su capsida esta compuesta de 180
copias de la misma proteina con una masa molecular de 27.787, distribuidas en un

sistema icosaedrico T=3.

|| p9
5 cap P2l p3b o7l P38 3’ 0H
Replicacién Movimiento Capsida
RNA subgenémico 1.7 kb L 3° OH
RNA subgenémico 1.5 kb - 3 OH

FIGURA 4. Representacion esquemdtica de la organizacién y expresidn del genoma del Carhy
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El analisis de la secuencia del genoma del CarMV (Fig. 4) muestra la presencia,
caracteristica de los carmovirus, de cinco marcos de lectura ahierta {ORF) (“open
reading frames”) que codifican las proteinas de 27 (p27), 86 (p86), 7 (p7), 9 (p9) v 38
(p28) kDas. Se cree que el ORF mas cercano al extremo 5 (p27) y su producto de
lectura a través (“read through”) (p86), son esenciales para la replicacion del genoma,
por homologia con el TCV {\White y col., 1995). El ORF mas préoximo al extremo 3’
codifica para la CP de 38-kDa (Morris y Carrington 1988; Russo y col., 1994). Las dos
proteinas pequefas (p7 y p9) se supone, como se ha demostrado para el TCV (Hacker ¥
col., 1992; Liy col., 1998, que se requieren para el movimiento celula a célula, ¥y se ha
demostrado en el caso de la p7 que tiene propiedades de unién a RNA (Marcos y col,,

1999; Vilar y col., 2001]).
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1.4. MOVIMIENTO VIRAL EN LA PLANTA INFECTADA

La importancia de una determinada virosis viene condicionada por la capacidad
del virus de invadir sistémicamente la planta. Esta invasion sistémica depende tanto de
su capacidad para replicarse en las células inicialmente infectadas como del

movimiento a corta o a larga distancia {Dawson y Hilf, 1992; Lucas y Gilbertson, 1994).

El cido infectivo viral en una planta huésped susceptible de infeccién, se inicia
en la mayoria de los casos, con la entrada del virus en las células de la epidermis o del
mesofilo, a través de las heridas producidas mediante inoculacion mecanica o con la
ayuda de vectores bhiologicos (insectos, nematodos, hongos, etc.). Tras replicarse en
estas primeras células, el virus invade las células vecinas a través de un movimiento a
corta distancia, o también denominado movimiento célula a célula, hasta alcanzar el
sistema vascular, donde el virus es transportado al resto de la planta, constituyendo el
movimiento a larga distanda {Maule, 1991] (Fig. 5). El movimiento célula a célula esun
proceso activo en el que estan implicadas las proteinas de movimiento (MFs) gque son
proteinas no estructurales gue codifica el virus {Lucas vy col., 1990; Citovsky, 1993;
Lucas y Gilbertson, 1994). La mayoria de los virus se mueven por el sistema vascular
junto al flujo del fotoasimilado via floema (Leisner y Turgeon, 1993 Lucas y Gilbertson,
19494}, aungue tamhbién se ha descrito el movimiento a través del xilema en aguellos
virus transmitidos por escarabajos {Gergerich y Scott, 1982; Hull, 1989). En el caso del
Virus de fas hojas en forma de corddn def arandano (BBSSV), transmitido por afidos
utiliza tanto la via xilematica como la floematica (Urban y col., 1989). Esta establecido
gue la interaccion entre el virus y determinados factores del huésped, juega un papel
importante en determinar si un virus puede moverse 0 no en unas especies

determinadas de plantas (Dawson y Hilf, 1992]).
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FIGURA 5. Representaciin esquematica del movimienteo viral. (A), planta de Chenopodivm guinoo

infectada con CarMV. Las flechas representan el mavimiento a larga distancia del wirus. [B], detalle al
microscopio dptico de una seccidgn de hoja de C. guinoa, donde se observan los distintos tipos célulares
(epidermis [E], parénguima en empalizada [Pp) v mesafilo lagunar [SM]) v varias wvenas menares. Con las
flechas se representa el movimiento célula a célula del virus, desde suentrada en la epidermis (E] tras |a
inoculacion hasta su entrada en las células de [a vena menor (recuadro amarillo). Barra=100 pm. [C],
Detalle al MET de una vena menor de hoja de C. guinog donde se ohservan las células del parénguima
floemitico [PP], células acompafiantes [CC), elementos conductores del floema (SE) y del xilema [X). Las
flechas representan el movimiento del virus célula a célula hasta alcanzar los SEs, comenzando asi su

mavimiento a larga distancia. Barra=10 pm.
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1.4.1. Movimiento a corta distancia {célula a célula)

Las paredes rigidas que rodean las células vegetales constituyen una barrera
fisica para la entrada del virus via endocitosis mediada por receptores, o via fusion de
membranas, gue son los dos mecanismos mas comunes utilizados por los virus
animales. For ello, el movimiento viral entre células adyacentes parece realizarse
utilizand o las conexionesintercelulares de la planta, denominadas plasmodesmos, que
permiten el paso de peguefias moléculas e iones entre células contiguas (Robards v
Lucas, 1990, Lucas y Gilbertson, 1994; Carrington y col., 1996). Estudios recientes han
demostrado gque los plasmodesmos también pueden mediar el transporte célula a
célula de macromoléculas tales como proteinas y acidos nudeicos de origen viral
{Fujiwara y col,, 1993; Noueiry y col.,, 1994; B. Ding v col., 1995; Waigmann v
Zambryski, 1995; Neuyen y col., 1996; Canto y col., 1997; Ding, 1997; Itaya vy col., 1997;
Rojas v col.,, 1997) v de la planta {Bostwick y col., 1992; Fishery col,, 1992 ; Nakamura y
col.,, 1992 Sakuth vy col., 1993; Jackson vy col., 1994; Ishivwatari y col., 1995; Lucas v col.,
1995; Schobert y col., 1995; Perbal y col., 1996; Balachandran y col., 1997; Clark vy col.,
1997; Kihn v col., 1997; Murillo ¥ col., 1997). Estos descubrimientos indican que los
plasmodesmos tienen un importante papel en la coordinacion de los procesos
fisiologicos ¥ de desarrollo a nivel transcelular {Ding v col., 1988: Lucas y col., 1993a;

Lucas, 1995; Mezitt v Lucas, 1996; Ding, 1997; 1998; Jackson y Hake, 1997]).

Un plasmodesmo simple es un poro recubierto por la membrana plasmatica de
las células gue conecta. El centro del poro esta ocupado por un reticulo
endoplasmatico (RE) que pone en contacto los REs de las células advyacentes vy que esta
recubierto por extensiones regulares de particulas globulares proteicas (2 nm de
diametro]. Este complejo memhbrana-proteina se denomina desmotibulo. A su vez, el
desmotibulo esta recubierto por otra hilera de particulas globulares proteicas (Znm de
diametro] gue conectan mediante estructuras filamentosas con las proteinas del
desmotubulo. Ademas, particulas globulares estan emhbehidas en la cara interna de la

membrana plasmatica. El pequefio espacio (2.5 nm en diametro, en tabaco) existente
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entre estas dos dltimos capas de proteinas constituyen los microcanales acuosos a
través de los cuales ocurre el transporte {Ding vy col., 1992h). La funcion de estas
proteinas es desconocida pero posiblemente regulen el tamafio de los microcanales

por cambios en sus posiciones dentro del plasmodesmo (Citovsky, 1993).

Se ha estimado el limite del tamafio de exclusién molecular [{SEL de los
microcanales del plasmodesmo, como de 1.5 a 2 nm en diametro (750-1000 Dj
dependiendo de la especie de planta (Terry ¥ Robards, 1987; Wolf v col., 1989). For
tanto este tamafio es mas pequefio que el de las particulas virales {10-B0 nm en su
dimension mas estrecha) o que incluso el acido nucleico desnudo plegado {10 nm para
el RNA del TMV) (Gibbs, 1976). Por ello, el plasmodesmo debe ser modificado durante
la infeccidn viral para que la prole viral pueda mowverse célula a célula. Para la mayoria
de los virus de plantas, si no todos, se asume gue este proceso esta mediado por
proteinas no estructurales codificadas por el virus, denominadas proteinas de
movimiento {MPs) {Fenczik ¥ col., 1996; Gilbertson ¥ Lucas, 1996; Oparka y col., 1997).
A estas MPs se les ha asighado varias funciones, como son la capacidad de unidon a
cadenas simples de ENA (Citovsky y col., 1990; 1991; 1992; Osman vy col,, 1992,
Schoumacher y col., 1992; 1994; Li y Palukaitis, 1996), unién a receptores {0 sitios
diana) en los plasmodesmos (Tomenius y col., 1987; Epel ¥ col,, 1996; Oparka v col.,
1997; Blackman y col., 1998), v modificacion del SEL de los plasmodesmos (Wolf v col.,
1989; Derrick v col., 1990; 1992; Ding y col., 1992a; Waigmann vy Zambryski, 1995;
Angell v col.,, 1996; Oparka vy col,, 1997). Se especula gue las modificaciones de la
estructura de los plasmodesmos pueden estar limitadas a simples reajustes, y/o
pérdida de alguno de sus componentes estructurales o por modulaciones de su
diametro en la region reguladora gque controla el paso de las moléculas a través del
plasmodesmo (Deom vy col,, 1992). El mecanismo de alteracion estructural es
desconocido, pero parece gque pudieran estar implicadas reacciones de fosforilacion-
desfosforilacion [Citovsky v col., 1992). De hecho, la capacidad del TMV para moverse
célula a célula es dependiente de los niveles intracelulares de ¢AMF, mientras que

estos niveles no afectan a la replicacion {Atabekov y Taliansky, 1990]
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Sin embargo, en contradiccion con el dogma de que el plasmodesmo posee un
SEL menor de 1 kDa para permitir que las moléculas puedan moverse libremente entre
las células de la planta (Tucker, 1982; Goodwin, 1982; Erwee v Goodwin, 1985; Terry v
Robards, 1987; Burnell, 1998), se ha demostrado gue proteinas con una Mr superior a
50 kDa en hojas sumidero son capaces de atravesar libremente los plasmodesmos
{Imlau vy col., 1999; Oparka vy col., 1999). Durante la transicion sumidero-fuente de la
hoja ocurren determinados cambios fisiolégicos de manera gue la hoja deja de
importar fuente de carbono para convertirse en exportadora. Esta transicion tamhbién
va acompafada de unos cambios estructurales de los plasmodesmos que pasan de ser
simples a ramificados. Los plasmodesmos ramificados gue aparecen en las hojas
fuente son los gque constituyen un centro de control que determina qué tipo de
moléculas pueden entrar al floema {Oparka y Turgeon, 1999), mientras gque los
plasmodesmos simples permitirian una salida indiscriminada del floema en las hojas
sumidero facilitando una rapida entrada de macromoléculas a la hoja en crecimiento.
A pesar de ello, experimentos en hojas sumidero de tabaco con una contruccion del
Virus X de la patata (PVX) gque posee una proteina de movimiento defectuosa,
demostraron gue la GFF libre podia atravesar los plasmodesmos simples, pero no el
RMA viral. La interaccion entre el RNA viral y la MP era requerida en los plasmodesmos

simples antes de que ocurriera el movimiento del genoma viral {Oparka y col.,, 1999).

Aungque el RNA viral no se mueva a traveés de los plasmodesmos simples en las
hojas sumidero, otras observaciones no excluyen la posibilidad de gue moléculas de
RNA pequefias (<50 kDa) puedan hacerlo, ya que durante el fendmeno de
silenciamiento adquirido sistémicamente, una sefial sistémica es transmitida desde las
hojas fuente a las hojas sumidero induciendo el silenciamiento de genes en las células
de la hoja sumidero (Voinnet y Baulcombe, 1997; lorgensen v col., 1998). La naturaleza
de esta sefial es desconocida, pero se ha sugerido gue podrian ser RNAs de pequefio

tamafio {~25 nt) relacionados con el transgen (Jorgensen y col., 1998).
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Las MPs codificadas por diversas familias de virus son funcionalmente
intercamhbiables en muchos casos {Delong v Ahlguist, 1992 ; Giesman-Cookmeyer y col.,
1995). Asi, un virus o una estirpe de virus incapaz de moverse en un determinado
huésped puede ser complementado en una coinfeccién con un virus no relacionado
fque si es capaz de moverse en dicho huésped (Atabekov y Taliansky, 1990). El Virus de!
maosgico def bromo (BMVY) adquiere la capacidad de moverse en tomate cuando es
coinoculado con el TMV {Taliansky y col., 1982). Esta complementacion sugiere gue
virus diferentes pueden seguir pautas comunes en el movimiento intercelular
{Carrington y col., 1996). El analisis de las secuencias de aminoacidos de las proteinas
de movimiento de un gran nimero de grupos diversos de virus de plantas, revelan una
significativa relacién entre miembros de grupos taxonémicos distintos y predicen un

origen comitin en la evolucién para esas proteinas (Melcher, 1990; Koonin y col., 1991}.

En algunos virus también se ha descrito la necesidad de la CF para facilitar el
movimiento celula a célula {Ver revision de Gilbertson y Lucas, 1996; van der Kuyl ¥
col., 19914, hb; van der Vossen y col., 1994). Este es el caso del Virus del mosaico del
pepino (CMV) (Suzuki v col., 1991), el Virus def grabado del tabaco (TEV) (Dolja y col.,
1994, 1995} y varios potexvirus {Chapman y col., 1992a; Forster y col., 1992, Sit y
AbouHaidir, 1992; Rouleau v col., 1994). Sin embargo, el papel preciso de la CP en el
proceso del movimiento y si ésta actia de forma independiente o en cooperacion con
la MF es desconocido. Fara el FVX, que requiere la CF para el movimiento célula a
célula (Chapman vy col., 19924, h; Baulcome y col., 1995}, se ha demostrado gque la CF

ho juega un papel activo en lamodificacion del plasmodesmo (Santa Cruzy col., 1998).

A) Mecanismos de dispersidn viral a corta distancia

Se han descrito dos tipos principales de mecanismos para el movimiento a
corta distancia: el tipo Tobamo, representado por el TMY, en el que gran nimero de
unidades de MFP se unen al RMNA viral para formar un complejo ribonucleoproteico

desencapsidado gue después interaciona con el plasmodesmo incrementando su



tamafio de exclusion molecular (SEL) {(Wolf v col., 1989). En un segundo mecanismo, el
tipo Como, representado por el Comavirus def mosaico de g cariffa (CPMVY), el virus se
mueve como virion a través de una modificacion extensiva del plasmodesmo o via

sintesis de novo de estructuras tubulares (van Lent ¥ col., 1991).

1- Mecanismo tipo Tobamo

Una de las MPs mejor estudiadas es la proteina de 30K {F20) del TMV. El
estudio de sus propiedades ha permitido postular un mecanismo de dispersion viral
celula a célula a modo de complejo ribonucleoproteico que es transportado a través
del plasmodesmo (Citovsky, 19932; Citovsky v Zambryski, 1995; Zambryski, 1995;
Oparkay col.,, 1997). Se sabe que la MP del TMV tiene la capacidad de unién a acidos
hucleicos de simple cadena de manera cooperativa y no especifica de secuencia, con
un sitio minimo de union de 4-7 nucledtidos por monémero de MP (Citovsky y col.,
1990; 1992). Las micrografias electronicas de estos complejos formados in vitro
mostraron que la P20 se une a la molécula de acido nucleico desplegado formando
unos complejos largos y delgados, de 2.0-2.5 nm en diametro (Citovsky y col., 1992).
Una propiedad similar de union a acddos nucleicos fue inmediatamente descrita para
las MPs del Virus def mosaico de ta alfalfa (AMV), CMVY v el Virus def mosaico necrdtico
def clavel rofo (RCNMY] (Osman vy col., 1992; Schoumacher v col., 1992; Giesman-
Cookmeyer vy Lommel, 1993; Li v Palukatis, 1996). Sin embargo, el complejo MFP/RNA
del RCNMVY mantiene una considerable estructura secundaria, en la que la MFP esta

unida a regiones plegadas de la cadena simple de RNA (Fujivwara vy col., 1992].

Se ha observado la interaccion de la MF del TMV con los elementos del
citoesqueleto de protoplastos v de hojas de tabaco infectadas {Mclean y col., 1995;
Heinlein y col,, 1995; 1998; Mas y Beachy, 2000). Muy probablemente, la MF v/o el
complejo P20-RNA del TMY interacciona con el citoesqueleto en el citoplasma, vy
eradualmente se van soltando en respuesta a unas sefiales no identificadas para que

suceda el transporte hacia el plasmodesmo {Ghoshroy ¥ col., 1997). Una regulacién
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similar ha sido descrita en la entrada al nucleo del factor de transcripcion NF-KB

{Cingwall, 1991]).

Una vez que el complejo llega al plasmodesmo, augue el tamafio estimado del
complejo ribonucleoproteico (2.0-2.5 nm de diametro]} es relativamente peguefio
{Citowvsky y col.,, 1992}, todavia es incompatible con el diametro del plasmodesmo
intacto (1.5 nm) {Wolf y col., 1989}, por lo que se requiere una modificacion del SEL del
plasmodesmo. Se ha demostrado la unidon de la MP del TMY a receptores (o sitios
diana) en los plasmodesmos (Tomenius y col., 1987; Oparka y col., 1997). Se sabe que
la region de alta variabilidad (posicion 120-213) del extremo carhoxy-terminal de la MF
del TMV, un dominio rico en aminoacidos basicos {Saito y col., 1988}, es esencial para
la interaccién con el plasmodesmo (Berna y col.,, 1991; Waigmann v col., 1994). Este
dominio probablemente contiene dos motivos, uno implicado en la unién a receptores
del plasmodesmo y un segundo motivo que interacciona con proteinas del
plasmodesmo, posiblemente con una especifidad de huésped, produciendo un
incremento del SEL del plasmodesmo (Waigmann y col.,, 1994). Se ha descrito una
regidn similar a ésta de union a sitios diana en el plasmodesmo para la MF del RCHNMY
{Fujivwara v col., 1992). Ciertos experimentos han puesto de manifiesto que las MP
virales y las proteinas enddgenas de la planta interaccionan con un receptor
plasmodesmico comun {Kragler y col.,, 1998). Tamhién se ha descrito que la MF del
TMY puede moverse por ella misma a través de los plasmodesmos para inducir un
aumento del SEL en células del mesofilo alejadas (Waigmann vy col,, 1994]).
Alternativamente se ha propuesto que la P20 induzca una sefial intracelular en lugar

de sumovimiento célula a célula (Waigmann y Zambryski, 1995]).

Una vez que el complejo entra en el plasmodesmo no se sabe si el genoma es
transportado como un complejo ribonucleoproteico estahle o como un complejo
dinamico, en el cual las subunidades de la MF se unen y separan del genoma. Asi
mismo, el mecanismo gque gobierna la liberacidon o entrega del complejo transportado

en las células adyacentes esta poco claro (Carrington v col., 1996). Se ha postulado gque
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una vez en la célula adyacente se produciria el desensamblaje del complejo,
posiblemente por un mecanismo similar a la desencapsidacion de las particulas virales.
Otra alternativa, es gue las MFP guedaran asociadas a las subunidades del canal,
guedando libre la cadena de RMNA viral ¥ por tanto la MF permaneceria asociada al

plasmodesmo manteniendo alterada su permeabilidad (Citovsky v Zambryski, 1991).

2- Mecanismo tipo Como

Un segundo mecanismo de movimiento célula a célula, gue implica viriones
enteros, es el utilizado por el comovirus CFMV {van Lent y col., 1991). Los estudios de
microscopia electrénica de plantas infectadas con CPMV mostraron que las células de
tejidos infectados contenian en su interior estructuras tubulares gue se extendian
sobre la pared celular. Estos tibulos eran muy semejantes a plasmodesmos extendid os
v contenian una hilera simple de viriones icosaédricos que parecian moverse de una

celula a otra {van Lenty col., 1990; 1991}.

El CFMV codifica para dos proteinas de movimiento {58k vy 48k) v dos proteinas
de cubierta, las cuales son requeridas para el movimiento célula a célula, indicando
gque el CFMVY es transportado como particula viral (Wellink ¥ Van Kammen, 1989).
Aungue estudios de inmunolocalizacion demuestran que las MFs v las CPs del CFMV
estan presentes en estas estructuras, los analisis mutacionales muestran que sélo las
MFs son necesarias para la formacion de los tibulos {van Lent y col., 1990; Kasteel ¥
col., 1992). No esta establecido si la CP esta asociada a los ttihulos o pertenece a las
particulas virales (Wellink ¥y Van Kammen, 1989]. Los resultados con el Virus del
enrolfiado de la hoja del cerezo (CLRY) en la infeccion de tabaco demuestran la dltima

posibilidad (Sanchez-Fina y col. 2000,

Estas estructuras se ensamblan en el citoplasma de la célula intacta v
seguidamente se asocian y extienden muy probablemente a través de plasmodesmos,

fque parecen sufrir alteraciones, de manera gue desaparece el desmotibulo vy las
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subunidades proteicas globulares, mientras que la membrana plasmatica permanece
intacta (Maule, 1991; Dauber, 1992; Deom vy col., 1992; Kim y Lee, 1992). Varios virus
incluyendo comovirus (van Lent y col,, 1990), caulimovirus (Linstead vy col., 1988;
Ferbal y col., 1992}, nepovirus (Wieczorek y Sanfacon, 1993; Ritzenthaler v col., 1995h;
Sanchez-Pina v col., 2000), tospovirus (Storms y col., 1995), Badnavirus def moteado
amariio de lo commeting {CoYMV) (Chengy col., 1998), ¥ geminivirus (Kim y Lee, 1992)
emplean un sistema de transporte célula a célula que implica la formacién de tabulos,
fque se extienden entre el citoplasma de células advacentes a través de las paredes

celulares yfo plasmodesmos.

Una caracteristica sorprendente de las MPs del CPMVY, el Virus del maosaico de
ta coliffor (CaMV), Tospovirus del bronceado del tomate (TSWV], AMY, BMV vy el Virus
def entrenudo corto infeccioso de la vid (GFLV), es su capacidad para inducir tabulos en
protoplastos aislados y en células de insecto en cultivo. En ambos sistemas, la
expresion de la MP resulta en unas protuberancias tubulares de mas de 50 pm en
longitud, que se extienden por la superficie de la célula (van Lent y col., 1991; Kasteel ¥
col., 1993; 1996, 1997; Ferbal v col.,, 1993; Wellink ¥ col., 15993, Ritzenthaler y col.,
1995h; Storms v col., 1995). Esto datos de protoplastos, implican que las MPs de algin
modo inducen la formacion de plasmodesmos, v no modifican los plasmodesmos ya
existentes. Asi, la aparicion de tibulos no es dependiente de la presencia de pared
celular, plasmodesmos u otros productos de genes virales (Perbal v col., 1993; Kasteel
y col., 1996; 1997). La demostracion de gue se pueden inducir tibulos en células de
insectos sugiere gque las MPs interaccionan fundamentalmente con componentes
celulares que estan altamente conservados en los reinos animal y vegetal (Kormelink y

col., 1994; Storms y col., 1995; Kasteel v col., 1996)

3- Otros mecanismos alternativos

Un mecanismo alternativo del movimiento célula a célula se ha descrito para

varios potyvirus y potexvirus, incluyendo el TEV (Dolja y col., 1994}, PVYX {Oparka v col.,



1996} v el Virus del moteado de fas venas de tabaco (TVMY) (Rodriguez-Cerezo v col.,
1997). Estos virus requieren la CF para el movimiento célula a célula, pero la aparicion
de tuhulos guiando las particulas a través del plasmodesmo no se ha descrito. Una
caracteristica de las infecciones con PVX es el incremento del SEL del plasmodesmo
{Angell y col.,, 1996; Oparka y col., 1996). La unica proteina del potexvirus gque ha sido
localizada en el plasmodesmo es la CP {Rouleau y col., 1995; Oparka vy col., 1996h;
Rodriguez-Cerezo vy col., 1997, pero se ha demostrado gque la CP del PVYX no tiene un
papel activo en la modificacion del plasmodesmo {Santa Cruz y col., 1998), y son las
proteinas TGE del FVX las implicadas en esta modificacion {Angell v col., 1996; Santa
Cruz v col, 1998). Sin embargo, estas proteinas no muestran localizacion
plasmodésmica {Daviesy col., 1993; Hefferon y col., 1997). Aunque el papel preciso de
la CF en el movimiento célula a célula del P¥X permanece desconocido, la presencia de
material fibrilar en el plasmodesmo de células infectadas ha sugerido la posibilidad de
gque el movimiento intercelular del FVX requiera viriones (Allison y Shalla, 1974;

Oparka y col., 1996; Santa Cruz v col., 1998).

También, cabe destacar casos de virus que utilizan mas de un mecanismo de
movimento célula a célula, como ocurre con el Geminivirus def mosaico de lg
Fuphorbia (EMVY]), para el cual se ha demostrado gque en los primeros estadios de
infeccion el virus utilizaria estructuras tubulares en la hoja inoculada, pero en estados
mas tardios de la infeccion v en hojas sistémicas no se han observado estructuras
tubulares y los plasmodesmos aparecen normales (Kim y Lee, 1992). Otro ejemplo, es
el caso del CaMV, gque usa un mecanismo de complejo ribonucleoproteico en las
primeros estadios de la infeccidén y estructuras tubulares en etapas tardias (Mclean vy

col.,, 1993).

1.4.2. Movimiento a larga distancia

Los experimentos dasicos de Samuel (1924) mostraron el patron de distribucién

sistémica del TMV en plantas de tabaco y tomate infectadas con el virus, revelando un
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movimiento muy rapido del virus primero hacia las raices y posteriormente hacia el
apice de la planta. Los trabajos posteriores realizados por Bennett (1940) parecian
demostrar que la desfoliacion total o parcial de una planta alteraba no sélo la
distribucion del fotoasimilado sino también el patron de distribucion del virus,
demostrando que la dispersion viral estaba influenciada por el flujo de metabolitos en
la planta. A su vez, los estudios realizados con el TRSY sugerian que el virus alcanzabha
las partes mas distales de la planta a través del sistema vascular, via floema {Schneider,

196 5).

Mas recientemente, Leisner ¥ Turgeon {1292) han puesto de manifiesto que el
movimiento viral a larga distancia ocurre via floema y sigue las pautas del transporte
del fotoasimilado. El movimiento a larga distancia requiere gue el virus sea capaz de
entrar y salir de las células gue constituyen el haz vascular, es decir: las células de la
vaina (BS), células del parénquima floematico (VF), células acompafiantes (ZC), v los
elementos conductores de la savia (SE) (Carrington y col., 1996). La susceptibilidad de
una planta a una infeccion viral parece estar ligada a la capacidad de un virus de
desarrollar funciones gque le permitan el acceso al transporte a larga distancia del

floema y por tanto al resto de la planta (Gilbertson y Lucas, 1996).

Aungue se conoce bastante sobre el movimiento célula a célula en el tejido del
mesdfilo, bastante menos se conoce sobre el transporte viral a través de las células del
sistema vascular, especialmente los acontecimientos gque ocurren en la entrada y
salida de los elementos conductores de la savia, sobre todo por la dificultad de su
estudio {Gilbertson y Lucas, 1995). En general, la ultraestructura de los plasmodesmos
gque interconectan las células de la wvaina, parénquima floematico vy células
acompafiantes es similar a los que conectan las células del mesofilo. Sin embargo, se
sabe gue los factores del huésped gue interaccionan con las proteinas virales y acidos
nucleicos son diferentes a aguellos gue estan envueltos en el movimiento célula a

célula, por lo que los mecanismos de transporte del movimiento célula a célula y a
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larga distancia son distintos (Carrington y col., 1996; Gilbertson vy Lucas, 1996; Melson v

van Bel, 1998).

A} Etapas del movimiento a larga distancia

El transporte a larga distancia de virus no restringidos al tejido floematico, es

un proceso muy complejo que se puede dividir en varias etapas:

- Traslocacion viral entre los tipos celulares asociados a la vena.

- Entrada del virus en los elementos conductores del floema.

- Transporte pasivo junto al fotoasimilado.

- Descarga floematica del virus.

- Nueva translocacion viral célula a célula a través de las células asociadas al

sistema vascular.

1- Entrada del virus al tejido vascular de |a planta: Venas menores

Para que un virus pueda invadir sistémicamente una planta tiene
necesariamente gue entrar en su sistema vascular. las venas menores estan
especializadas en la carga de azicares para el transporte a larga distancia y por tanto
probablemente sean la via de entrada del virus en el floema (Leisner v Turgeon 1993;
Gilbertson y lucas, 1996). Elevadas concentraciones de azicares han sido medidas
directamente en los complejos células acompafiantes-elementos conductores (CC—5E)
de venas menores (Haritatos y col., 1996). Leisner y col. (1992} observan gque el CaMV
invade el sistema vascular a través de las venas menores. Otros estudios demuestran la
acumulacion de varios Tobamovirus v Fotyvirus en venas menores de varios miembros
de Solanaceas ¥ Fabaceas (X.5. Ding v col., 1995, 1996, 1998). Ademas, estas venas
menores constituyen mas del 90% de la wvasculatura total de una hoja en
dicotiledéneas y por tanto podrian ser las primeras venas que el virus contacta en su

movimiento célula a célula {(Horner y col.,, 1994; X.5 Ding ¥ col.,, 1995; Grusak y col.,
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1996). Estas venas menores s¢ modifican irreversiblemente en hojas maduras y pasan
de ser importadoras a funcionar unicamente como exportadoras del fotoasimilado

{Turgeon, 1986; Schmalsting ¥ Geiger, 1987).

Las venas menores de plantas herbaceas dicotileddneas estan rodeadas por las
células de la vaina, las cuales encierran a las células del parénguima floematico, a las
células acompafantes y a los elementos conductores de la savia {Fig. 5). En estas
venas, existe una red continua de comunicacion celular a través de plasmodesmos que
las conecta con las células del mesofilo ¥ constituye una ruta simplastica de entrada
del virus al tejido floematico (Robards ¥ Lucas, 1990). El numero de células en las venas
menores, su estructura, asi como la estructura de las células acompafiantes varia
hastante en las diferentes especies (Gamalei, 1989; van Bel, 1993; Grusak y col., 19965;
Komor v col., 1996; Turgeon, 1996). Por ello, se cree gue no todas las venas menores
serian utilizadas para la entrada de virus y que seria suficiente la intervencidn de una
subpohlacion de venas menores. Alternativamente se ha sugerido que los virus
podrian incluso entrar a través de las venas grandes (Leisner y Turgeon, 1993).
Experimentos recientes han demostrado claramente esta posibilidad (Cheng y col,,

2000).

Se ha demostrado gue los plasmodesmos existentes entre las células de la
vaina v las células del mesodfilo no suponen una barrera significativa para el
movimiento de los virus (Nelson y van Bel, 1998). En plantas transgénicas de Micotianag
tabacum gque expresaban la MP del TMVY, sélo los plasmode smos gque interconectan las
células del meséfilo entre si y las células del meséfilo con las células de la vaina
mostraron un incremento en el SEL (Ding vy col., 1992a). Estos resultados pusieron de
manifiesto que los plasmodesmos entre el resto de las células vasculares requerian
componentes adicionales para el transporte molecular. Ciertos resultados observados
con virus limitados al floema son consistentes con esta hipdtesis, ya gque estos virus se

acumulan en las células acompafiantes ¥ en las células del parénquima floematico,
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pero no pasan a las células de la vaina ni al mesofilo (D"Arey ¥ de Zoeten, 1979;

Shepardson vy col., 1980; Sanger vy col., 1994; van den Heuvel y col., 1995].

For otro lado, en la mayoria de los estudios realizados en venas menores
siempre hay un mayor porcentaje de células del parénquima floematico infectadas con
respecto a las células acompafiantes (Melson y van Bel, 1998). En plantas de tahaco
infectadas con TMV, s6lo se observé el virus en el 10-30% de las células acompafiantes
comparado con el 60-90% de las células del parénguima floematico a los 2 dpi. Incluso
a los 7 dpi, el porcentaje de células acompafiantes no era superior al 20% (X.5 Ding v
col.,, 1995). De manera similar, analisis de las venas menores de especies de las familias
Solanaceas y Fabaceas infectadas con Tobamovirus y Potyvirus, han puesto de
manifiesto que estos virus se acumulan preferentemente en las células del paréngquima
floematico, y siempre antes de la posible infeccidn de las células acompaiantes (Ding v

col.,, 1998),

Es importante resaltar que las células acompafiantes de las venas menores
tienen una gran variabilidad respecto del namero de plasmodesmos que las unen con
las células del paréngquima floematico y con las células de la vaina {Turgeon vy col.,
1992). En funcién de su estructura vy del niimero de plasmodesmos gue las conectan
con otras células gue no sean los elementos conductores de la savia han sido

clasificadas en tres grupos (Grusak v col., 1996; Nelson y van Bel, 1998):

Células intermedias. Se denominan asi cuando las conexiones plasmodésmicas
son altas. Estas células se encuentran esencialmente en cucurbitaceas y contienen
laberintos vesiculares que pueden ser del reticulo endoplasmatico {Gamalei v col.,
1994). Estos laberintos vesiculares parecen fluctuar en volumen en funcion del transito

del fotoasimilado (Gamalei ¥ col., 1954).

Celulas acompafiantes de paredes lisas. Cuando las conexiones plasmodésmicas

entre las células acompafiantes y otras células (ademas de los SEs) son entre 10 y 100

39



veces menores gque las observadas en las células intermedias y poseen paredes
celulares lisas. Se dan en las venas menores de muchas plantas de Solanaceas
(Nicotiong tabagcum v lycopersicon escufentum) vy en algunos representantes de

Fabaceas (Phaseolus vulgaris) (Gamalei, 1989; Turgeon y col., 1993; Turgeon, 1996).

Céfutas transferentes. El tercer grupo de células acompafiantes apenas tienen
conexiones plasmodésmicas con las células de la vaina y el parénguima floematico
{aproximadamente 10 veces menos que las ohservadas en las células acompafiantes
de paredes lisas) y se caracterizan por presentar invaginaciones de la pared {una pared
sin crecimiento que incrementa la superficie de la memhbrana plasmatica) gque wvarian
en volumen con el transito del fotosintetizado. Se encuentran en representantes de
Fabaceas (Pisum sativum) y en otras familias (Wimmers y Turgeon, 1991; Samalei y
col., 1992). Son la mayoria de las especies herbaceas de zonas templadas e incluye

gran parte de las plantas de cultivo (Gamalei, 1991).

En funcion de estos diferentes tipos de células acompafiantes, se ha descrito
gque la entrada del fotoasimilado en el complejo SE-CC puede ocurrir o bien por una via
simplastica o hien por via apoplastica (Gamalei, 1989; Turgeon, 1996). Por tanto, la
entrada del virus en el complejo SE-CC dependera del tipo de carga floematica del
fotoasimilado que ocurra en la especie a la que infecta. En plantas con ruta apoplastica
la carga se realiza a través de un cotransporte proton-sacarosa (Lucas y Madore, 1928;
Turgeon y Beebhe, 1991). Esta ruta apoplastica se daria en la mayoria de las plantas que
contienen células acompafiantes de paredes lisas o células transferentes (Ding vy col.,
1998). For el contrario, las plantas gque poseen células acompafiantes intermedias
presentan una via simplastica para el flujo del fotoasimilado (Turgeon y Beehe, 1991).
Ademas, en algunos casos se ha observado que una misma planta puede usar ambas
vias apoplastica ¥ simplastica (Turgeon ¥ Hepler, 1989). Excepcionalmente, en trigo se
ha descrito gque el fotoasimilado puede pasar directamente del apoplasto al SE (Fritz y
col., 1983). Estos SE de paredes delgadas no estan asociados a las CCs (Evert y col,,

1996) v se ha localizado un transportador de sacarosa en la membrana de los SEs, pero



no en las CCs (Kihn y col., 1997; Lalonde v col,, 1999). Aln en el caso de que la via
apoplastica sea la del flujo del fotoasimilado, no se ha descrito en ningin caso que el
virus entre en el apoplasto, sino gque permanece en el simplasto, ¥ por tanto utilizara
otra via de entrada simplastica al SE para el caso de estas plantas {Nelson vy van Bel,

1998).

Tal ¥ como se ha descrito anteriormente en la mayoria de las especies de
plantas, las tinicas celulas que contactan con los elementos conductores de la savia son
las celulas acompafiantes {Botha y van Bel, 1992). Fero en algunas especies existen
conexiones plasmodésmicas entre las células del paréngquima floematico vy los
elementos conductores de la savia {Fisher vy Evert, 1982: Evert y Mierzwa, 1986;
Wimmers y Turgeon, 1991; Beehe vy Evert, 1992). En estas especies se ha postulado
gue el virus no tendria que infectar las células acompafiantes para entrar en los SEs,
sino gue directamente el virus podria inducir una dilatacion del plasmodesmo gue hay
entre las celulas del parénquima floematico v los SEs para permitir la entrada del virus
en los SEs (Ding y col., 1998). La principal ohjecion a esta hipotesis reside en el hecho
de gue las conexiones plasmodésmicas entre las células del parénguima floematico v
los SEs son a menudo raras y en algunos casos no se han observado (Gunning vy col.,
1974; McCauley v Evert, 1989; Grusak v col,, 1996). Ding v col. (1998) tamhién discuten
la posibilidad de que el virus entre alos SEs a través de venas menores terminales. En
estas venas las células del mesdfilo o las células de la vaina conectan directamente con
los SEs, tal v como se ha descrito para Beta vulgaris y Syringa (Esau 1967 ; 1977). Sin
embargo, en otras plantas hay pocas venas menores terminales con SEs y en algunas
especies apenas existen estas venas (Horner y col.,, 1994). Por tanto, se necesitan mas
estudios para determinar si el virus puede acceder a los SEs a través de otras células
fue no sean las células del parénquima floematico o las células acompafantes (MNelson

v van Bel, 1998},

La interaccidn entre la célula acompafiante y el elemento conductor de la savia

{SE) es una de las areas de la comunicacion intercelular mas interesante e inexplorada,
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va gque una célula nucleada {célula acompafiante) mantiene viva a su compaiiera
anucleada (SE) durante largos periodos de tiempo (Leisner y Turgeon, 1993; Lucas y
Gilbertson, 1994). El mecanismo de entrada viral desde las células acompafiantes a los
elementos cribosos del floema es hasta el momento desconocido, pero probablemente
se realiza a través de una ruta simplastica ya que el plasmodesmo gque conecta amhbhos
tipos celulares esta especializado en el transporte de macromoléculas y presenta un
SEL bastante alto (0.35-1.00 pm) (Kempers y col., 1992 Lucas y Gilbertson, 1994). Esta
conexion es diferente a los plasmodesmos normales. En las venas menores existe una
especie de complejo poro-plasmodesmo, con un gran poro en el lado del SE y varios
brazos del plasmodesmo en el lado de la celula acompafiante. El RE esta cominmente
asociado a este complejo, yva que en el lado del SE recubre la pared o esta cerca del
poro, ¥ en el lado de las células acompafiantes los desmotibulos de los hrazos del
plasmodesmo se extienden a la mitad de la cavidad. Por tanto, la tnica continuidad
entre ambas células es la membrana plasmatica (Leisner y Turgeon, 1993; van Bel y

Kempers, 1997]).

Los posibles mecanismos por los cuales el virus o la molécula de acido nucleico
entra en el SE, son hasta ahora especulativos. Se ha descrito que tal vez el acido
hucleico del virus requiera la formaciéon de un complejo del acido nucleico con la MP y
la CF, el cual se moveria a traveés del plasmodesmo del SE acompafiado por factores del
huésped. Una wvez en el 5E, este complejo podria interaccionar con proteinas
endogenas del SE para estabilizarlo durante su transporte a larga distancia {Gilbertson
y Lucas, 1996). Alternativamente, el comple jo MP-acido nucleico-CF podria entrar en el
SE v unirse a una zona del RE del 5E donde el virus se encapsidaria. Simultaneamente
el transporte de la CF a través del plasmodesmo del SE podria darse con o sin ayuda de
factores del huésped v contribuiria a la formacion de viriones maduros [Gilbertson y

Lucas, 1996].

Observaciones recientes han puesto de manifiesto que la MP del CMV se

localiza de manera importante tanto en los plasmodesmos gue conectan las células
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acompafiantes y los SEs como en la cara parietal de los SEs (Blackman y col., 1998).
Ademas, se han ohservado virirones en esta misma localizacion de los SEs y en las
celulas acompafiantes pero no en los plasmodesmos. En hase a éstos y previos
resultados se ha propuesto el sisuiente modelo para la entrada del CMV en el floema:
el CMV se moveria célula a célula como una ribonucleoproteina (MP-RNA) (B. Ding v
col.,, 1995; Meuyen vy col., 1995; Blackman y col., 1998) atravesando wvarios tipos
celulares sin encapsidarse ¥ una vez en la célula acompafiante se ensamblarian los
viriones (Blackman y col., 1998). Fosteriormente estos viriones se desencapsidarian en
estas celulas acompafiantes y formarian un complejo ribonucleoproteico entre el RNA,
la CF y la MF gque atravesaria el plasmodesmo del SE. Una vez en el SE se separaria la
MFP del complejo v se encapsidaria el virién en las membranas del RE del SE, formando
agregados de particulas virales rodeados de una membrana, mientras que la MP
permaneceria rodeando la membrana plasmatica del SE donde se localiza el poro
{Blackman v col.,, 1998). Se asume que la CF necesaria para la encapsidacion viral, pasa
al 5k unida al complejo ribonucleoproteico, pero también se ha postulado que la CF
pudiera entrar separadamente en el SE. Los agregados de particulas romperian la
membrana vy saldrian al flujo del floema, mientras gue la MF se acumularia en gran
cantidad en el SE, hien porque el SE no tiene maguinaria para degradarla o porque es

necesaria para el movimiento junto al fotoasimilado {Backman vy col.,, 1998).

Esta hipotesis de complejo ribonucleoproteico, es consistente con la
observacion de que RMNAs endégenos de la planta son transportados de las CCs a los
SEs. Es el caso de una proteina transportadora de sacarosa (SUT1], cuyo mRNA es
sintetizado especificamente en las CCs y transportado a los SEs (Kihn y col,, 1997).
Cado gue el SE carece de ribosomas (Esau, 1969; Sjolund v Shih, 1983; Fisher v col.,
1992), se desconoce la razdén por la gue éste SUT1 mRMNA entra en el SE. Una
posibilidad sugerida es que fuera transportado como un complejo ribonucleoproteico

destinado para su movimiento a larga distancia (Ishiwatari y col., 1998).

En el caso de los virus que inducen la formacion de tibulos implicados en el
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movimiento célula a célula, se ha detectado su presencia en las conexiones de las
células vasculares (VP-CC) en la interaccion CLRY-tabaco (Sanchez-Fina y col., 2000]), lo
gque hace sospechar gue tal mecanismo de movimiento célula a célula, podria
funcionar en estos casos para permitir la entrada de viriones directamente en el SE
{Gilbertson y Lucas, 1996). Ademas, se han detectado particulas virales intactas del
Virus de {a hofa rofa de ta zanaghoria dentro del complejo poro-plasmodesmo de los SEs
de venas menores {(Murant y Roberts, 1979), lo que sugiere un tercer mecanismo de

entrada de los virus al floema.

Se ha sugerido una ultima posibilidad de entrada directa de viriones en el SE.
Esta resultaria de una alteracidn en la diferenciacién de los SEs y las células
acompafiantes y/o durante el colapso ¥y muerte celular de células floematicas. Se ha
argumentado gue tales alteraciones inducen una respuesta del huésped que podria
aislar estas areas del simplasto de la planta, produciendo una escapada de los viriones

en elinterior de los SEs funcionales (Gilbertson vy Lucas, 1996]).

2- Movimiento a través de floema

Una vez que el virus ha entrado en el floema éste es transportado junto al
fotoasimilado (Schneider, 1965; Esau v col.,, 1967), por lo gque el virus se mueve a una
velocidad comparahble a la del flujo de éste (Schneider, 1965). Los primeros estudios
realizados en tallos de plantas de tabaco infectadas con el TMV y el F¥X revelaron un
movimiento rapido de los virus, alcanzandose valores de hasta 8cm/h {Capoor, 1549).
Por tanto, el transporte sistémico estaria influenciado por los mismos patrones gue
regulan el flujo fotosintético (Turgeon v Webh, 19732). La velocidad v direccién de este
transporte depende de la fuerza relativa fuente-sumidero, la proximidad de la fuente
al sumidero v las interconexiones del sistermma vascular (Fatrick, 1991). De esta forma, el
movimiento del fotoasimilado y del virus estara dirigido preferentemente desde una
hoja o tejido maduro {fuente) hacia el tejido joven (sumidero) mas cercano, gue esta
creciendo activamente y al que esta directamente conectada por el sistema vascular

{Leisner y Turgeon, 1992). Asi pues, los factores y condiciones gue modulan el



desarrollo de la planta condiciona totalmente la forma en la que el virus invade la

planta y su distribucion final en la misma (ver apartado 1.5).

Una serie de recientes evidencias han puesto de manifiesto que para su
movimiento a larga distancia los virus podrian apropiarse de un sistema endogeno de
la planta disefiado para el transporte wvascular de macromoléculas. Asi, se ha
demostrado que las plantas pueden emplear el loema para el transito de proteinas
y/o moléculas de RNA a los distintos drganos para integrar los procesos fisioldgicos,
tales como la produccion de fotoasimilado en hojas fuente y su programa de desarrollo
{lucas ¥ Wolf, 1999). Se ha descrito gque wvarios mENAs de planta pueden ser
transportados largas distancias a través del floema (Sasaki v col., 1998 Xoconostle-
Cazares y col., 1999; Citovsky v Zambrisky, 2000). Ademas del mRNA del transportador
de sacarosa SUT1 mencionado anteriormente, se han detectado varios mRMNAs en el
floema de calabacin tales como el de la tioredoxina h (Sasaki y col., 1998) y el de una
proteina, denominada Cm NACF, que esta potencialmente implicada en el desarrollo
del meristemo apical (Ruiz-Medrano y col., 1999). El transporte vascular de este mRNA
se ha demostrado mediante experimentos de injerto. Ademas se ha caracterizado
recientemente una proteina floematica de calabacin con dertas similaridades a las
MPs virales que transporta RNAs entre las CCs y los SEs en una forma inespecifica de
secuencia (Xoconostle-Cazares y col.,, 1999). Recientemente se ha puesto de
manifiesto que una de las proteinas mas abundantes del floema de pepino tiene
propiedades de union a RNA v se ha sugerido su implicacion en el transporte

floematico de macromoléculas {Gémez y Fallas, 2001; Owens y col., 2001].

For otra parte, se ha demostrado que el estado de silenciamiento génico post-
transcripcional (FTGS) puede ser adquirido mediante injerto por plantas no silenciadas
{lorgensen vy col., 1998; Falauqui v col., 1997]. Experimentos con plantas transgénicas
de tabaco que expresaban el gen de la nitrato {0 nitrito) reductasa, demostraban gque
el silenciamiento post-transcripcional del gen activado en el injerto podia ser

transmitido al vastago, mediante una secuencia especifica de RNA gue es liberada en
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el floema (Palauqui v col., 1997). Resultados similares han sido ohtenidos en estudios
paralelos con plantas transgénicas gue expresaban construcciones virales,
demostrando que la infeccion viral puede inducir un silenciamiento del gen post-
transcripcional y gque este estado es transmitido via floema a las hojas en desarrollo
{Lindbo v col., 1993; Ratcliff v col., 1997; Tanzer y col., 1997; Al-Kaff v col., 1998; Ruiz v
col., 1998). Puede considerarse por tanto que los virus de plantas han desarrollado
estrategias para evitar que sus RNAs sean degradados en el floema por los sistemas de
vigilancia de RNAs de la planta (Anandalakshmi y col., 1998; Brigneti y col.,, 1998;
Kaschau y Carrington, 1998). Ademas, se ha demostrado gque ciertos virus, como el
CMY, han adquirido la capacidad de bloguear el silenciamiento adquirido
sistémicamente dirigido a transcritos virales v endégenos (Bedin y col.,, 1998).
Tambhién, un descubrimiento reciente indica gque un Umbravirus, el Virus del rosetdn
def cacahuete, codifica una proteina que puede facilitar el movimiento de RMA virales

heterdlogos [ Ryabov v col., 1999),

A pesar del gran nimero de evidencias que ponen de manifiesto que los virus
de plantas se traslocan sistémicamente por las mismas rutas gque el fotoasimilado, la
forma estructural en la gque lo hace no esta excesivamente estudiada. Aungue paraun
gran numero de virus se ha sugerido gque el movimiento en el floema ocurre en forma
de particula viral, estas hipotesis se basan en evidencias indirectas ¥ no concluyentes.
En el caso del TMV, el virus vegetal mas estudiado, a pesar de que se hahian obhservado
particulas virales en los 5Es de plantas infectadas (Esau v Cronshaw, 1967), v de que se
ha demostrado gue reguieren la CP funcional ¥ un origen de ensamblaje para gue
ocurra el movimiento sistémico (Oxelfelt 1975; Saito y col., 1990; Ding v col., 1996), no
se conoce con exactitud la forma en que se trasloca floematicamente el virus. Sdlo en
el caso del Virus del mosaico verde moteado def pepino (CGMMY] se ha demostrado
realmente mediante ensayos de proteccion con RNasa y el analisis directo del floema

gue el virus se mueve en forma de particula viral (Simén-Buela y Garcia-Arenal, 1999).
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3- Salida del floema

Aunque hay numerosas referencias en la literatura sobre el movimiento de los
solutos desde las hojas fuente a las hojas sumidero, se dispone de una menor
informacion sobre la descarga floematica en los tejidos sumideros. las evidencias
fisiologicas indican que la descarga de solutos en tabaco (Turgeon, 1987, 1989} y en
cafia de azucar ({Schmalstig y Geiger, 1985; 1987) es simplastica, mientras que en maiz
parece ser apoplastica (Evert ¥ Russin, 1993} v la importancia de una ruta sobre otra
depende de una fuerte regulacion del estado fisiologico y desarrollo de la planta
{Leisner y Turgeon, 1992). En general la descarga simplastica parece ser la mas comin

{Fisher v Oparka, 19985).

Estudios con plantas de Nicotiong benthamiona infectadas con el PWX, han
demostrado que la descarga del virus es simplastica y ocurre a través de las venas de
clase lll {[venas mayores) ¥ no a través de las venas menores (clase IV v V) (Roberts ¥
col., 1997). La infeccion de las venas de clase IV ¥ V {venas menores] sdlo ocurre
mediante el transporte célula a célula a través del mesdfilo. Esto parece ser debido a
fue estas venas menores en las hojas jovenes (sumidero} estan en un estado de
desarrollo inmaduro y los SE estan todavia indiferenciados (Turgeon y Webhb, 1976}, o
tal vez no existe una continuidad simplastica en la union entre las venas de la clase v
las venas menores (Robhertsy col., 1997). Aungue raramente se obhservan agregados de
virus ensamhblados en los SE inmaduros, los autores proponen gque estos agregados
pueden constituir una fuente de infecciéon de nuevos tejidos, una vez gque las venas
menores comiencen a realizar la carga tras la transicion de la hoja de sumidero a
fuente [Roberts ¥ col., 1997). Otros experimentos con injertos de plantas transgénicas
fque expresaban la CF del PV¥X con vastagos no transgénicos, también demostraban
para un mutante del PV¥X defectivo de la CF, que dicha proteina era translocada a los

complejos SE-CC de las venas de la clase lll (Santa Cruz y col., 1998).
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Curante la carga floematica los plasmodesmos previamente usados en la
descarga floematica comienzan a disminuir en numero [Ding ¥ col., 1988] v esto se
cree gque es debido aun aumento de la presion del turgor. La carga continuada induce
una presion diferencial entre el complejo SEfCC v las células cercanas que seria
suficiente para cerrar los plasmodesmos (Oparka y Prior, 1992). Asi durante la fase de
importacion floematica, la presion de turgor es muy alta en las hojas fuente maduras
para suministrar a una determinada hoja sumidero y en cambio es muy baja en los
puntos de descarga simplastica, pero a medida gque las venas menores maduran y se
hacen activas en carga, la presion de turgor aumenta en estas venas dando lugar a un
aumento repentino de los niveles de soluto dentro de los complejos SE/CC y el
gratdiente de presidén se invierte a medida gue las venas menores van cargando
{Roberts y col.,, 1997). Los plasmodesmos no sélo disminuyen en nimero durante la
transicion sumidero-fuente de la hoja, sino que también sufren cambios estructurales
va que pasan de ser simples a ramificados. Los plasmodesmos ramificados que
aparecen en las hojas fuente son los que constituyen un centro de control gue
determina qué tipo de moléculas pueden entrar al floema {Oparka v Turgeon, 1999);
mientras gue los plasmodesmos simples permitirian una salida indiscriminada del
floema en las hojas sumidero facilitando una rapida entrada de macromoléculas a la

hoja en crecimiento.

Los virus limitados al floema son de especial interés en el estudio de la salida
del virus del floema. Hay algunos virus dentro del grupo de los Geminivirus que estan
limitados al floema {Goodman, 1981; Harrison, 1985; Kim v col., 1986; Horns y leske,
1991;). Estos virus por tanto no se pueden inocular mecanicamente necesitando de un
vector gque los introduzca en el floema (Matthews, 1991; Schneider, 1965). En la
mayoria de los casos so6lo invaden los SE/CC v la células del parénquima floematico (Gill
¥ Chong, 1975; Barker, 1987). Ahora hien, en unos huéspedes el virus solo se mueve en
el complejo SE/CC mientras gue en otros huéspedes es capaz de invadir también las
células del parénguima floematico (Leisner y Turgeon, 1992). Ademas, se ha

comprobado gue estos virus inicialmente descritos como limitados al floema en
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algunos huéspedes, en otros puede invadir células del mesofilo (Kim v Lee, 1992) v
este comportamiento diferencial puede depender del estado de desarrollo de la planta

{Waneg vy col., 1998].

1.4.3. Mecanismos de resistencia al movimiento

Muchos tipos de resistencia natural a virus, que implican una resistencia al
movimiento ceélula a célula, pueden ser dehbidas a una incompatibilidad entre la
proteina de movimiento y los componentes del huésped (plasmodesmos) (Deom y col.,
1992). Analisis mutacionales llevados a cabo con la MP del TMV v del Virus def mosagico
def tomate (ToMV), demuestran la existencia de posibles sitios de interaccién vy
reconocimiento asociados a genes del huésped resistentes. La expresion del gen de la
MF del TMVY en plantas de M. tgbgcum Xanthi-nc (genotipo MNN; caracterizado por el
desarrollo de una respuesta hipersensible a la infeccion del TMVY) interfiere con la
capacidad de la MF paraincrementar el SEL de los plasmodesmos (Deom vy col,, 1991).
En presencia del producto del gen N, la MP del TMVY incrementd el SEL sélo hasta 3,9
kDa. Este efecto del gen N desaparece cuando se eliminan los 32 residuos de
aminoacidos del extremo C-terminal {Lucas v Gilberton, 1994). la sustitucion de dos
aminoacidos en el extremo N-terminal de la MF del ToMV permitié al virus vencer al
gen de resistencia del tomate Tm-2 {Meshi y col., 1989). Ademas, la sustitucion de dos
aminoacidos en el extremo C-terminal de la MF del ToMV, tamhbién permite al virus
vencer el alelo Tm-2? del gen de resistencia en tomate (Weher y col., 1993}. Estos
resultados establecen gue los productos de ambos genes de resistencia N y Tm-2
{incluyendo Tm—f] reconocen y posiblemente interaccionan directamente, o

indirectamente, con las MPs virales {Weber y col., 1993).

Otro ejemplo de resistencia al movimiento célula a célula, es el caso de la

resistencia de plantas del cultivar Yolo de pimiento frente al Potyvirus ¥ de {a patata
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{PVY). Esta resistencia esta gobernada por un dnico gen recesivo p*\.rr—zI {Arroyo vy col.,

1996).

La resistencia de plantas transgénicas que expresan la TP viral del TMY se debe,
al menos en parte, a una competicion entre la MFP (P20} y la CF por la unidn al RNA
viral. Altos niveles de CF en las células de plantas transgénicas podrian interferir con la
union de la proteina P20 al RNA del TMV, unién necesaria para formar el complejo
RMNA-F20, sin el cual el RNA del TMV esincapaz de atravesar los plasmodesmos (Abel v

col., 1986).

También se ha demostrado que los factores del huésped influyen en el
movimiento a larga distancia en distintos virus. Aunque estos factores del huésped no
han sido caracterizados, en algunos casos se ha identificado el lugar donde el efecto de
restriccion del movimiento en la planta se pone de manifiesto. Asi, en variedades de
soja resistentes al Virus def moteado clordtico de o carito (CCMY), el virus fue
detectado en todos los tipos celulares de la hoja inoculada excepto en el tejido
vascular (Goodrick v col,, 1991). Las células del paréngquima wvascular (VF) junto a las
células de la vaina (BS) o las células acompafiantes (CC) junto a las células de la vaina
{BS), parecian constituir la frontera, que daba lugar a la restriccion del movimiento.
Asi, identificaron la frontera entre la BS-VF y entre la BS-CC como el lugar en el que

actuan dos genes recesivos de resistencia (Goodrick v col., 1991).

La interfase entre BS y células vasculares tamhbién ha sido descrita como el sitio
de restricciéon del movimiento sistémico en plantas transgénicas de tabaco, en las
cuales el movimiento de CMY fue limitado (Wintermantel y col.,, 1997), ¥ en la
infeccion de Capsefla bursg-pastoris por el Luteovirus del amariffec occidental de fa

remofacha (BWYV) (Sanger y col., 1994].

Estudios de distribucion del CMY en variedades resistentes v susceptibles de

plantas de pimiento, demuestran gue la replicacion y el movimiento célula a célula en
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la hoja inoculada fueron similares en todas las variedades, v las diferencias estriban en
la ausencia de infeccidon wvascular o la restriccion del virus dentro de los haces
vasculares en las variedades resistentes. For tanto, es la translocacion del virus en la
entrada o en la salida del sistema vascular lo que esta siendo inhibida. Asi, en las
variedades donde estaba restringida la salida del floema, la infeccion de peciolos, tallos
v raices fue restringida a uno o dos haces vasculares y no se expandié a tejidos vecinos

u a otros érganos de la planta (Dufour v col., 1989).

El estudio de acumulacion de dos estirpes, una severa (U1) y la otra suave (M),
del TMY en las venas menores de tabaco, demostré gque ambas estirpes se
acumulaban con tasas semejantes en la hoja inoculada. Sin embargo, habia un ligero
retraso en la acumulacién viral en las hojas superiores y en los haces vasculares de los
peciolos de hojas inoculadas en el caso de la estirpe M (Nelson v col.,, 1992; X.5. Ding v
col., 1995). Se obhservd que habia un menor nimero de células VP y CC en lesiones
cloréticas que acumulaban viriones de la estirpe M con respecto a la estirpe U1 (X &
Cing v col., 1995). Ademas, se demostrd que este retraso en la acumulacion del virus
M se debia a un impedimento en el movimiento hacia el interior de estas célulasy noa

su incapacidad para replicarse dentro de ellas (X.%. Ding v col., 1995).

En un ecotipo de Arabidopsis, En-2, un aislado del CaMV ({CM4-184) no produce
infeccion sistémica, aungue parece replicarse y moverse en la hoja inoculada (Leisner y
col., 1993). Estos autores, utilizando la técnica de la hibridacion del esqueleto de la
planta, encuentran el virus en el peciolo de la hoja inoculada pero no en otras hojas. El
caracter de resistencia es segregado en Arahidopsis En-2 como un solo gen dominante

{Leisner vy col,, 1993).

Ciertas variedades de maiz muestran resistencia al movimiento sistémico del

Potyvirus del mosagico enanizante del maiz (MDMY] controlada por un solo gen

dominante (Lei ¥ Agrios, 1986).
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En el progreso de la infeccion de pepino por el Virus de la aspermia del tomate
(TAV]), de nuevo la interfase BS/floema es una harrera para el movimiento sistémico.
Esta limitacion a la infeccion sistémica esta asociada a la CP del TAV (Thompson v
Garcia-Arenal, 1998). CMV v TAV comparten huéspedes sistémicos. Sin embargo,
mientras que el CMY infecta sistémicamente pepino, el TAY no lo hace. Coinoculacion
con ambos virus permitié al TAY invadir la planta. La introduccion de mutaciones en la
proteina 2a (MF) o en el gen de la CP del RNAZ del CMV, demostraban que la CF es un
determinante de especificidad de huésped para el movimiento sistémico en el caso del
CMV v TAY en pepino (Taliansky v Garcia-Arenal, 1955); pero el papel de la CF del CMV
en promocionar el transporte en la interfase BS/floema permanece sin ser

determinado (Thompson y Garcia-Arenal, 1992).

Experimentos similares con el TMV vy el Tobamovirus de fas manchas en aniffo
det Odontogiossom (ORSV) en M. tabagcum también demostraban que la CF de los
Tobamovirus puede ser requerida para interaccionar con componentes del huésped,
posiblemente en los plasmodesmos vasculares, para facilitar la salida o la entrada en el
floema (Hilf v Dawson, 1993). Sin embargo, mutantes del TMV carentes de CFP son
capaces de entrar en las células del parénguima vascular (VP) (Cing y col., 1996). Para
el TMV, los factores virales determinantes de la especificidad de huésped serian con
mayor probabilidad las proteinas de 126-kDa y/o la proteina de 183-kda implicadas en

la replicacion viral (X.5. Ding y col., 1995; Derrick y col., 1997].

El EMY es otro virus en el cual se ha demostrado que su CF esta implicada en la
especificidad de huésped. Delecciones de 7 aminoacidos del extremo N-terminal de su
CF, bloguean la infeccion sistémica del virus en Chenopodium hybridum, pero no en

cebhada, ambos huéspedes sistémicos para el BMVY {Flasinski v col., 1995).

También se ha descrito el papel crucial de las MPs de los bromovirus en la

especificidad de huésped, mediante el uso de construcciones de hibridos virales en los

cuales se intercamhbiaron las proteinas 2a del BMVY y CCMV (Mise y col., 1993).
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Callaway y col. {1996) determinaron gue la carenda de movimiento por el
CaMV en un ecotipo resistente de Arabidopsis esta correlacionado con una gran
expresion de genes o acumulacion de proteinas de los genes de respuesta de defensa
general (ej. Proteinas relacionadas con la patogénesis). For tanto se piensa que un
componente viral podria posiblemente interaccionar con un componente del huésped
v activar reacciones de defensa. Asi, un decrecimiento en el movimiento vascular
podria ser debido a una activacion de defensa mas que a un efecto directo del

componente viral en el movimiento vascular (Séron ¥ Haenni, 1996].
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1.5. DISTRIBUCION FINAL DEL VIRUS EN LA PLANTA,

Se han realizado estudios hioldgicos sobre las pautas de infeccion del virus en
sus huéspedes susceptibles para un amplio espectro de interacciones virus-huésped.
Estos estudios han puesto de manifiesto que la eficiencia de este proceso esta sujetaa
la influencia de las condiciones ambientales v al estado de desarrollo de la planta

entera y de los érganos individuales (Maule, 1991).

1.5.1. Influencia de los factores ambientales en la distribucion final

del virus en la planta.

Las condiciones amhientales bajo las cuales las plantas crecen antes de la
inoculacidén, al tiempo de la inoculacién, y durante el desarrollo de la enfermedad
pueden tener profundos efectos en el curso de la infeccion. Una planta gque es
altamente susceptible a un virus determinado bajo ciertas condiciones ambientales,
puede ser completamente resistente en otras condiciones (Matthews, 1991). Asi, tanto
la transmision, replicacion y translocacion del virus dentro de la planta, como la
susceptibilidad y la expresion de los sintomas, estan enormemente afectados por
factores tales como la luz, temperatura y aportes de agua, entre otros (Hull, 1985;
Cordova y col., 1991; Matthews, 1991). Aunque son aspectos menos estudiados en la
interaccion virus-huésped, se han podido obtener algunas generalizaciones. Asi, se ha
descrito gque las plantas crecidas en invernadero eran mas susceptibles cuando eran

crecidas y manipuladas bajo las siguientes condiciones {Matthews, 1991]:

- Suplementos de agua y nutricién mineral gque no limiten el crecimiento.
- Intensidades de luz de moderadas a bajas.
- Temperatura en un rango de 182-202C dependiendo del virus y su huésped.

- Inoculacion llevada a cabo por la tarde.
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a) Temperatura

El papel de la temperatura en la distribucion final del virus en la planta, ha sido
descrito como uno de los factores mas importantes en un gran ndamero de
interacciones virus-huésped (ej. Myers y col., 1993; Ducasse y Shepherd, 1995; Soler v

col.,1998).

En un estudio con diferentes huéspedes para el TSWVY, se demostréo que la
acumulacion del virus en las hojas inoculadas {una combinacion del efecto de la
replicacion ¥ el movimiento célula a celula) de todas las plantas observadas fue mas
alta a regimenes de temperatura bajos (222C dia, 182C noche]. Por el contrario, el
movimiento a larga distancia se veria favorecido en WNicotiono tobocum a altas
temperaturas (299C dia, 242C noche), mientras gque tuve poco efecto sohre las
especies Daturg stramonium vy Physalis ixocarpg (Uamas-Uamas y col, 1998).
Resultados similares obtienen Goodman y col., (1986) con el mismo virus en plantas de
tomate, describiendo una mavyor replicacion del TSWV a 202C, mientras que los
sintomas fueron mas severos a 26%C. También en N. henthamiana (Lawson vy col.,
1994), M. glutinosa y Cucumis sativus (Hokama v Mondail, 1988) la expresion de los

sintomas del TSWV se incrementd a altas temperaturas.

Otros estudios de resistencia al TSWYV en variedades de Capsicum chinese,
donde correlacionan la temperatura y el estado de crecimiento durante la inoculacion,
mostraron gue plantas mantenidas a 20/182C (dia/noche) desarrollaban sintomas
sistémicos independientemente del estado de crecimiento en el momento de la
inoculacién, mientras que aguellas mantenidas a 25/182C (dia/noche) sdélo mostraban
sintomas sistémicos cuando hahian sido inoculadas en el estadio de crecimiento de
dos hojas, mientras gue lasinoculadas en el estadio de 4 hojas eran resistentes (Soler v

col., 1998).

Resultados similares se han obtenido con el Virus de g clorasis de las venas def
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cacahuete (PCISY), ya que es sistémico en tabaco y Daturg inoxig a 332C, pero no a
252C, Sin embargo, a 252C la multiplicacion del virus v su productividad es mucho mas
alta en las hojas inoculadas de dichas plantas {Ducasse y Shepherd, 1995). Tamhbién un
incremento de temperatura desde 25 a 229C permitid al CMY infectar sistémicamente
variedades de pimiento, gue tenian blogueado el movimiento a traves del peciolo de la

hoja inoculada (Nono-Womdim vy col., 1991]).

Existen sin embargo, resultados gque demuestran el efecto contrario de la
temperatura, como la observacion de gue el TSWW mostraba sintomas en Ficus a 258C
¥ sin embargo desaparecian a 362C (Lavifia y Batlle, 1992). En Chrysantemo, el TSWV
desarrolla sintomas en un rango de 182C a 2792C, pero se ohservya una mayor incidencia
de plantas infectadas a un régimen de temperaturas de 21/162C {dia/noche) que a

24/182C (Allen y col., 1991).

Otros resultados gue ponen claramente de manifiesto la influencia de la
temperatura son los observados en la infeccion en cebada por el BEMVY en plantas
crecidas a 24/202C {diafnoche]. En estas condiciones el virus guedaba restringido a las
células de la vena, en concreto a las células de lavaina de la vena (BS) y¥ a unas pocas
células del mesofilo asociadas a la vena, tanto en las hojas inoculadas como en las
hojas sistémicas. Dicha restriccion era completamente vencida, ¥ por tanto el BMY se
expandia al resto de las células del mesdfilo de la hoja, cuando las plantas eran
sometidas durante solo 2 horas a 242, pero no a 202C {Ding ¥ col., 1999). Fuesto que
se conoce que la replicacion del BMY en protoplastos de cebada a 249C y a 242C es
equivalente (Kroner y col., 1989), el efecto de la temperatura es atribuible al
movimiento viral y por tanto sobre la posible barrera entre las BS y las células del

mesdfilo (Ding v col., 1999).

Un efecto de la temperatura sobre la funcionalidad de la CF se ha

descrito para el RCNMY. En M. Aenthamianag se ha demostrado gque la CP del RCNMY es

requerida para la infeccidn sistémica cuando las plantas son crecidas a 252C, pero esto
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no ocurre cuando las plantas son crecidas a 152C (Xiong v col., 19932). En N. cfevelandii
la CF es indispensable para el movimiento vascular a ambas temperaturas. Todavia no
se comprenden en profundidad los mecanismos moleculares gque conllevan estas

diferencias en el movimiento vascular.

En cuanto al CarMV, hay pocos datos sobre el efecto de la temperatura y los
pocos trabajos gque hay son bastantes antiguos. Estos trabajos se basaban en la
hipotesis de que los virus de clavel, especialmente el CarMV, podian ser eliminados por
calor. Faludan {1964; 1965) sometid varios cultivares de clavel infectados con CarMVY a
un tratamiento de 279C durante 240 dias, ¥ asi consiguio eliminar el CarMV pero solo
en ciertos cultivares de clavel. Brierley (1964) demostrd que el Virus de fas manchas en
aniffos del clavel (CRSV), CERV, CarMV vy el Virus fatente del clove! (CLV) podian ser
eliminados por un tratamiento a 282C durante dos meses. Hakkaart v Jordanowva (1968
demostraron gque, después de un tratamiento de 282C durante 122 dias de un cultivar
de clavelinfectado con CarMV v CERV, el CarMV habia sido eliminado pero no el CERY.
Ademas comprobaron que conforme aumentaba la duracion del tratamiento
aumentaba el porcentaje de plantas sin CarMY, pero a la vez se reducia el nimero

absoluto de plantas va que se deterioraban por el prolongado tratamiento con calor.

Otros experimentos con el CarMV, demuestran gque todas las fases de la
infeccion del CarMV son dependientes de la temperatura, ¥ gue la infeccion es
condicionada, en parte, por la temperatura en las fases de pre y post-inoculacion
{Kemp, 1971). El nimero, tamafio y tipo de lesidn local inducida por el CarMV en hojas
inoculadas de Dignthus barbatus variaba de manera considerable con la temperatura
de pre y post-inoculacion. Temperaturas altas (222C) en la pre-inoculacién tendian a
decrecer el nimero de lesiones. La temperatura de incubacidon fue la gue mas
influencia tuvo v reguld la expansion de la clorosis. La tasa de virus fue mayor v los
sintomas mas severos cuando las hojas inoculadas de un don de D. barbatus no
hipersensible fueron incubadas continuamente a 212C mas que a 102C o 222C {Kemp,

1971).
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b)Luz

Se ha demostrado que la intensidad de luz afecta a la capacidad de algunos
virus guimera, formados a partir de wvarias estirpes del CaMV, de infectar
sistémicamente a Nicotiana bigelovii. Asi bajas intensidades de luz (170 pE M7 s
permitian una infeccion sistémica, mientras que no habia infeccidn sistémica a altas
intensidades de luz (220-550 pE M2 51) (Qiu v Schoelz, 1992). Se han identificado unos
dominios dentro del gen VI del CaMV gue influyen en la infeccion sistémica
dependiendo de la luz {Wintermartel y col., 1992). Se ha postulado que la luz puede
cambiar el amhiente celular de tal modo que el producto del gen VI podria ser incapaz
de interaccionar adecuadamente con los componentes del huésped, hien por
transactivacidén transcripcional, movimiento vascular o provocando una respuesta de

defensa.

En general, el régimen de luz al cual una planta es expuesta inmediatamente
antes y despues de la inoculacion mecanica con un virus, influye en la infeccion, la
multiplicacion del virus y la expresion de los sintomas en el huésped. Normalmente un
periodo de penumbra o total oscuridad antes de la inoculacién incrementa el nimero
de lesiones, mientras gque si el periodo de oscuridad continta durante la inoculacion el
niumero de lesiones locales decrece (Bawden v Roherts, 1942; Costa vy Bennet, 1955;

Yarwood, 1957, Huguellet v Hooker, 1966]).

Asi, estudios con el CarMV en Chenopodium amaranticofor, Gomphrenag
globosa y Diagnthus barbatus (Kemp, 1976), demostraron gue un tratamiento de
oscuridad en la preinoculacidon promovia gran nimero de lesiones locales cuando se
acoplaba a un siguiente periodo de luz en la post-inoculacion. Un tratamiento de luz en
la pre-inoculacion reducia el nimero de lesiones incluso cuando se continuaba con un
periodo de luz post-inoculaciéon. Continua oscuridad durante la incubacion con el virus
prevenia o retrasaba la aparicion de lesiones. En el caso de Dianthus barbatus,

huésped sistémico del CarMV, un periodo de oscuridad continua reducia la cantidad de



virus detectabhle en la hoja inoculada y el virus era limitado a la hoja inoculada o su

traslocacion a las hojas no inoculadas quedaba retrasada (Kemp, 1976).

1.5.2. Influencia del estado de desarrollc de la planta en la

distribucion final del virus

El papel del estado de desarrollo de la planta en la infeccién sistémica ha sido
principalmente examinado con el CaMYy en nabo [Leisner y col., 1992) 0 en A. thaliona
{Leisner y col., 1993}, con el CLRV en plantas de tabaco (Mas y Fallas, 1996) ¥ con el
Virus def estriodo del maiz (M%) en maiz (lucy vy col.,, 1996). Estos estudios
demostraron cémo el patrén de distribucién del virus estaba influenciado por el estado
de desarrollo de las hojas, de forma que el virus accede a los tejidos sumidero a los
cuales fluye el fotoasimilado, mientras que aguellos tejidos maduros, que han pasado
de ser sumidero a fuente antes de la entrada en el sistema wvascular del virus, nunca
serian infectados por el virus. Asi mismo, estos autores demostraron gue la relacion
filotactica entre las hojas inoculadas y sistémicas determina qué lado de las hojas

llegara a ser infectado primero (Leisner y Turgeon, 1993; Mas y Pallas, 1996).

En la transicion sumidero-fuente de una hoja, se ha ohservado que el virus no
es capaz de invadir la zona apical de la hoja (fuente), quedando restringido a la zona
hasal {Leisner ¥ col., 1992; 1992; Roberts v col., 1997} v su capacidad de movimiento
celula a célula esta también restringida imposibilitando su llegada a la zona apical. La
limitacion de este movimiento local no se conoce, pero podia estar relacionado con los
mecanismos de respuesta de defensa del huésped, que se activan a medida que
progresa el movimiento célula a célula del virus {Robertsy col., 1997). Ademas, se sabe
fque las hojas jovenes dejan de importar virus antes de parar la importacion de
fotoasimilado, luego las zonas de la planta accesibles al virus son incluso mas limitadas

fjue las accesibles al fotoasimilado [Leisner y col., 1992).

59



Por tanto, se ha demostrado que cambios en el desarrollo de una planta tienen
un efecto importante en el movimiento a larga distancia del virus., Asi, ecotipos de
Arabidopsis con floracidon temprana son resistentes a la infeccion sistemica del CaMV.
Esto es debido a gue la parte vegetativa de la planta maduraba muy rapidamente y los
tejidos se hacen inaccesibles para el virus induso cuando las plantas son inoculadas en
etapas tempranas en el desarrollo. S6lo cuando estas plantas son crecidas en
condiciones de crecimiento suboéptimas, su desarrollo es mas lento y se hacen mas

susceptibles al CaMV (Leisner y col., 1993).

For otro lado, se ha demostrado gue la expresion de la MF viral en plantas
puede inducir cambios en el metabolismo del carbono y en la distribucién del
fotoasimilado (Lucasy col., 1993h; Tecsi y col.,, 1994, 1955, 1996; Clesinski y col., 1995;
Herbers v col., 1997; Wolf vy Lucas, 1997). En el caso de plantas transgénicas que
expresaban la MF del TMV, se observd un efecto significativo sobre la produccion de
hiomasa, gque fue mucho mas bhaja en el tallo ¥ en la raiz en comparacion con las
plantas control (Balachandran y col., 1995). Estos estudios apoyan la hipotesis de gque
esta influencia en la distribucién del fotoasimilado es el resultado de una interaccidn
proteina-proteina dentro del tejido fuente. La MP viral interaccionaria con proteinas
del huésped de manera competitiva a nivel del trafico de macromoléculas a través del
plasmodesmo, alterando asi el control del metabholismo enddgeno {Almon v col., 1997;

Wolf v Lucas, 1997).

1.5.3. Tejidos sumideros de la planta

La mayoria de los tejidos de la planta pueden actuar como sumideros, pero
alounos son mas fuertes gue otros. Ademas, un tejido determinado puede actuar a
como sumidero o fuente segin el estado de desarrollo de la planta {Leisner ¥ Turgeon,

1993).



La mayoria de los trabajos gue estudian la distribucion de virus sistémicos por
toda la planta, describen que una vez gque el virus sale de la hoja inoculada junto al
floema entra en el sistema vascular del tallo ¥ se dirige hacia la raiz donde se acumula
antes de invadir las hojas jévenes superiores (Samuel, 1924 Leisner y col., 1992 ; Mas v
Fallas, 1996). En el caso de la familia de las Solanaceas, las plantas poseen un floema
abaxial v adaxial en las venas de las hojas y del peciolo que se corresponde con el
floema externo e interno del tallo, respectivamente (Hayward, 1938; McCauley y Evert,
1988a,h). Se sabe gque el floema ahaxial es el encargado de la exportacion de aziucares
desde la hoja (Bonnemain, 1969; Peterson y Currier, 1969; Turgeon v Webh, 1976). En
experimentos de infeccion con el Virus def moteado detl pimiento [(FepMoW) en
Capsicum gnnum, se demuestra gue el virus es primeramente transportado desde la
hoja inoculada hacia la raiz a través del floema externo del tallo v en un punto dado
{desconocido) entre el nédulo del cotiledon v la raiz, el PepMoV entra en el floema
interno a través del cual rapidamente se transporta a los tejidos jovenes de la parte
superior de la planta {Andrianifahanana vy col., 1997). Sin embargo, otros estudios de
distribucion espacio temporal del Geminivirus del mosgico enagnizante de la judia
{BDMY) en Phaoseolus vufgaris v Micotiona benthomianag, demuestran que el brote
apical de la planta actia como un fuerte sumidero, mientras que la raiz es raramente

infectada (Wang v col., 1996).

Dos tejidos sumideros que son normalmente resistentes a la infecciéon sistémica
son el meristemo apical ¥ las semillas, los tejidos vegetativos y sexuales de la planta
{Matttews, 1991). El mecanismo gque protege estos tejidos no esta completamente

comprendido (Leisner y Turgeon, 1993,

El area meristematica del brote apical normalmente no es invadida por virus en
la mayoria de las comhinaciones virus-planta (Matttews, 1991}, como ha sido
demostrado para el M5V en maiz (lucy v col,, 1996}, el BDMY en P. vulgaris y M.
henthamiana {Wang y col.,, 1996). Fuesto gue el meristemo no tiene vasculatura, el

virus no puede llegar a éste via floema, vy la Ginica vasculatura diferenciada del hrote
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apical esta muy alejada de esta zona. Pero no esta claro si esta ausencia de virus refleja
una reduccion de la eficiencia en la replicacion en las células meristematicas o una
restriccion activa o pasiva al virus desde el meristemo (Cohen y col.,, 2000a). Estos
ejemplos de ausencia de virus en el meristemo con los virus M5V {Lucy v col., 1996), v
el BOMVY (Wang vy col., 1996], demostraron en ambos casos gue el virus se acumulaba
en el protofloema del brote apical de la planta. En el MSY se obhservo gque el virus
penetra en los haces wasculares de las hojas en desarrollo a partir de
aproximadamente el quinto primordio de hoja {plastocron) separado del meristemo

{Lucy v col.,1996).

Sin embargo, se han descrito varios casos en los que el virus si infecta el tejido
meristematico del brote apical. Walkey v Wehb en 1968, realizaron un experimento en
el que ohservaron al microscopio electréonico homogenados de meristemos apicales de
plantas infectadas con varios nepovirus, ¥ demostraron la presencia de particulas e
inclusos tdbhulos del CLRY vy del Virus de fas manchas en aniflo latentes de la fresa
{SLRSV] v particulas solo del CMV en el meristemo apical de distintos huéspedes, Estos
resultados son razonados sobre la base de que se trata de infecciones virales muy
agresivas donde la tasa de movimiento célula a célula por el virus es probablemente
mas rapida gue el crecimiento del apice lejos de la infecdén [Maule, 1999).
Recientemente, se ha descrito otro caso de infeccidon del meristemo, con el TCV en
Arabidopsis, donde construcciones del TCOV con la GFP fusionada eran capaces de
invadir las células del meristemo en plantas de Araghidopsis transgenicas que
expresaban la CP del TCV {Cohen y col, 2000a). En este caso, se discute gue la
presencia de la CP del TCV en las células meristem aticas podria facilitar el movimiento

de las construcciones del TCV expresando GFF (Cohen vy col., 2000a).

El meristemo apical es una parte integral de cuerpo de la planta y recientes
investigaciones sugieren que las partes maduras de la planta afectan a la actividad del
meristemo {Poething, 1997 ; Schiefelbein v col., 1997), a través de sefiales procedentes

de tejidos maduros gque son transportadas via plasmodesmos (Gilbertson y Lucas,
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1996). Los meristemos apicales determinan el nimero vy la posicién de las células
indiferenciadas durante la formacion de organos y su diferenciacion final. (Clark, 1997).
For tanto, se ha demostrado gque la infeccion sistémica de un cultivar de patata con
una estirpe necrotica del Virus Y de g patata {PUYNTN}, causante de la enfermedad del
las manchas necréticas en anillo del tubérculo de la patata (FTNRLO) (Le Romancer vy
col.,, 1994), no infectan el meristemo apical de la planta pero si producen cambios enla
estructura y en la actividad mitotica de éste. Estos cambios afectaron sobre todo ala
zona periférica del meristemo, la cual esta encargada de la induccidon de los primordios
foliares. Estas alteraciones eran consecuencia de cambios en las pautas de las sefiales

procedentes de tejidos maduros a consecuencia de lainfeccion (Dolenc y col., 2000]).

En cuanto a las semillas, la transmisién por semilla ocurre cuando el virus
accede al embridon, persiste durante el desarrollo ¥ maduracion de la semilla v
reaparece como una infeccion después de la germinacion. Pero lainvasion directa del
emhrion después de la fertilizacion, es una ruta dificil ya gue no existe una conexion
simplastica entre el embrion v el tejido maternal (Thorne, 1985; Maule y Wang, 1996;
Imlau y col.,, 1999). Asi, en la mayoria de las interacciones virus-planta se describe que
el virus no infecta el embrion en la semilla, previniendo asi la transmision por semilla
{Melcher, 1989; Lartey vy col., 1997; Sudarshana y col., 1998; Cohen y col., 2000a). Sin
embargo, si se ha demostrado claramente que el Virus transmitido por semifta del
mosaico del guisante (FShMV), altamente transmisible por semilla en guisante, es
capaz de entrar en el embridon a traves del suspensor gque conecta el tejido maternal

con el embrién (Wangy Maule, 1994; 1997).
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Justificacion y objetivos



2. Justificacién y ohjetivos

A efectos practicos, laimportancia de una determinada virosis viene condicionada por
la capacidad del virus de invadir sistémicamente la planta. Esta invasion depende tanto
de su capacidad para replicarse en células inicialmente infectadas como del
movimiento a cortay a larga distancia. Durante el curso de una infeccion viral
sistémica, los virus se replican y posteriormente se mueven de una célula a otra via
plasmodesmos y alcazan las partes distales de la planta a través del sistema vascular.
Cado gque unainfeccién de este tipo resulta de la participacion de tres componentes
distintos {virus, planta y factores medioambientales) la distribucién final del virus en la
planta dependera no sélo de la competencia del virus sino tamhbién de la
presenciafausencia de determinados factores del huésped v de las condiciones
ambientales en las que ocurra dicha interaccion. Durante la dltima década se han
estudiado, con gran profundidad, los factores virales implicados tanto en el
movimiento a corta como a larga distancia. Sin embargo, los factores del huésped asi
como la influencia de las condiciones amhientales en la translocacion de los virus han
empezado a ser abordados s6lo muy recientemente. El objetivo global de esta
memoria se ha centrado en el estudic del movimiento a larga distancia del virus del
moteade del clavel [CarMV) y la influencia de determinados factores ambientales en
su distribucidn final en su huésped natural clavel y un huésped experimental,

Chenopodium guinaa.

Se ha elegido al Car MV como ohjeto de estudio por diversas razones
complementarias: i} es un virus de gran repercusion econdémica; ii) es muy estable y
posee el menor tamafio de genoma de entre los virus de plantas y iii) se acumula a una
concentracion elevada en su huésped natural lo que facilita, sin duda, los estudios

celulares.
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Aungue el mecanismo de expresion de los Carmovirus se conoce con cierta
profundidad, los estudios sobre la cinética de la acumulacion in vivo de los RNAs
genomicos, subgendmicos y sus productos de traduccion son escasos, especialmente
para su miembro tipo, el CarMV. Puesto que el éxito en el establecimiento de una
infeccion viral ¥ su progresion en un huésped susceptible depende en primer lugar de
la eficiencia de la expresion espacial ¥ temporal coordinada de los genes virales, se
plantea como primer objetivo: el estudio de la cinética de acumulacién y la
distribucién espacio-temporal de las cadenas positivas y negativas de los RMNAs
genémico y subgendmicos del CarMV, asi como de sus productos de traduccién: la

proteina de cubierta [CP) y de movimiento [P7) ¥ su localizacién subcelular.

En comparacién con los numerosos trabajos que hay sobre el movimiento célula a
célula, hay significativameante menos estudios que describan el movimiento del virus
en el sistema vascular ¥ su acumulacién a través de la planta a nivel del tejido. Una
de las razones por las cuales ha sido poco estudiado, es la falta de técnicas fiables y
sencillas, que permitian una visién macroscépica de la distribucidn del virus en los
tejidos. Por ello, en esta memoria se ha aplicado la técnica de hibridacion “tissue-
printing” o impresiones de tejido en combinacién con las de inmunocitoguimica e
hibridacidn in situ sobre material vegetal incluide en parafina. Por tanto, como
segundo ohjetivo se plantea el estudio del movimiento a larga distancia del CarMV en
su huésped natural clavel, mediante un analisis espacio-temporal de las pautas de
acumulacion del CarMV en la infeccion sistémica de plantas de clavel inoculadas, asi

como en su infeccién natural.

En la mayeria de los casos, |a especificidad del virus por un tejide de |a planta esta
determinada por su accesibilidad. 5e sabe que la mayoria de los virus utilizan el
floema para su transporte a larga distancia, pero existen zonas de la planta como el
meristemo apical gue al carecer de una vasculatura, ho permite la entrada del virus a
través del floema, por lo que en |la mayoria de los casos estudiados, tanto de virus

como de viroides, se describe que no son capaces de infectar el meristemo apical.
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S6lo algunos nepovirus han sido descritos con capacidad de infectar el meristemo
apical en diferentes huéspedes. Por tanto se plantea como tercer objetivo de nuestro
trabajo el estudio de la distribucion del CartV en el brote apical de plantas de clavel ¥
sus limitaciones en la infeccion del meristemo, tanto de plantas inoculadas como

procedentes de una infeccidén natural.

Se ha demostrado para diferentes combinaciones virus-huésped que el
movimiento viral a corta v a larga distancia esta modulado por los mecanismos de
regulacion del desarrollo del huésped vy los factores ambientales. Las condiciones
ambientales antes de la inoculacion, en el momento de la inoculacion vy durante el
curso de la infeccién tienen grandes efectos sobre el desarrollo de la infeccién. La
transmisidn del virus, su replicacién y su translocacion dentro de la planta, asi como la
susceptibilidad del huésped v la sintomatologia, estan afectados por la luz, la
temperatura vy los aportes de agua, entre otros factores. El cuarte objetive de aste
trabajo se basa en el estudic del movimiente a larga distancia del CarMV en la
interaccidon Chenopodium quinaa-CarMV, con el fin de determinar los factores
ambientales y las barreras celulares o de tejidos gque estan mediando la infeccién

viral sistémica.



Capitulo |

Analisis Espacio-Temporal de la Acumulacién de los RNAs y
Proteinas de Cubierta y Movimiento {p7) del Virus de! moteado

del clavel! {CarMV) en Chenopodium quinoa.
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1. INTRODUCCION

El Virus del motegdo def clovel (CarMV) es el miembro tipo del género
Carmovirus perteneciente a la familia Tombusviridae de virus de plantas. Es un virus
icosaédrico de 20 nm de diametro, gue posee un genoma monopartito de RENA de
sentido positivo y simple cadena con un tamafio aproximado de 4 Kh. El analisis de su
genoma revela la presencia de cinco marcos de lectura abierta (ORFs) {“open reading
frames"). El ORF mas cercano al extremo 5 (p27) v su producto de lectura a través
{“read through”) (p86), parecen ser, por homologia con el Virus def arrugomiento del
nabo (TCV) (White vy col., 1995}, esenciales para la replicacion del genoma. El ORF mas
proximo al extremo 27 codifica para la CF de 28-kD (Morris y Carrington 1988; Russo v
col., 1994). En la parte central del genoma se sitdan dos pequefios ORFs solapantes (p7
v p9) gque, segin lo descrito para el TCV {Hacker y col., 1992; Li y col., 1998}, se asume
fue se requieren para el movimiento célula a célula. Recientemente, trabajos previos
de nuestro grupo han puesto de manifiesto que la p7 del CarMV tiene propiedades de
union a RNA {Marcos v col., 1999; Vilar v col., 2001). Analisis de complementacion han
demostrado gue estas dos proteinas deben actuar en trans para mediar en el
movimiento célula a celula (L y col., 1998). La proteina p8 del TCV {equivalente a la p7
del CarMV) se ha localizado en las fracciones particuladas de un extracto proteico de
plantas infectadas indicando su posible asociacién a estructuras membranosas (Li v
col.,, 1998). Ademas de su asociacion a dichas estructuras memhbranosas, en la mayoria
de los casos, las proteinas de movimiento virales muestran una cinética transitoria
acorde con su funcidén temprana en el ciclo de infeccion [ej: la MP del Virus def
mosaico de la alfalfa (AIMVY], (Berna vy col., 1986), Virus de! mosaico def taboco (TMV)
{Deom vy col., 1990), Virus def mosgico necrdtico def clavel rofo (RCNMY) (Osman vy

Buck, 1991} y Virus def mosaico def pepino (CMV) (Vaguero y col., 1996)].

Aligual que el resto de los virus de RNA multicistronicos, el CarMV traduce los

ORFs que no son 5" proximales a través de RNAs subgendmicos 3 'coterminales. Asi,
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tanto la CP como las proteinas p7 y p9 se sintetizan a través de dos RNAs

subgenomicos de 1,5 ¥ 1,7 Kb, respectivamente,

Se han descrito dos modelos distintos para la sintesis de los RNAs
subgendmicos. En el primero de ellos, dichos RNAs se obtendrian a través de un
mecanismo de iniciacion interna a partir de secuencias promotoras localizadas en la
cadena negativa de longitud completa [ej. Virus def mosaico def bromo (BMY] (Miller y
col., 1985); AIMY (Gargouri y col.,, 1989); Virus del mosgico amariffo del nabo, (van der
Kuyl ¥ col., 1990]]. En el segundo mecanismo, descrito en los coronavirus (Spaan y col.,
1983; Baric ¥ col., 1985; Lai y col,, 1984; Lai,1990; Zhang ¥ col., 1994] se postula que los
RMNAS subgendmicos se sintetizarian mediante transcripcion discontinua a partir de un
cehador guia. En el caso mejor estudiado dentro del grupo de los Carmovirus, el TCV,
un virus estrechamente relacionado con el CarMV, se ha puesto de manifiesto gque las
secuencias promotoras de los RNAs subgendmicos no se encuentran localizadas en
estos por lo gue su replicacion no seria presumible, a priori {Wang y Simén, 1997) y se
ha postulado, por tanto, un mecanismo de iniciacion interna. En general, existen pocos
datos in vivo en el grupo de los Carmovirus acerca de la cinética de acumulacion de las
cadenas positivas v negativas de los RMAs gendmicos ¥y subgendmicos y de sus
productos de traduccion, que pudieran dar algunas evidencias, aungue indirectas,
sohre el mecanismo de sintesis de los RNAs subgendmicos. En este capitulo, ademas
de abordar esta cuestion, se estudia la distribucion espacio-temporal de las cadenas
positivas y negativas de los RNAs del CarMV vy la localizacion subcelular de la p7 vy CP

sintetizadas a partir de los RNAs subgendmicos.

70



2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material vegetal, condiciones de crecimiento e inaculacién

Las semillas de Chenopodium quinog fueron germinadas en una camara de
cultivo con un ciclo de luz de 16 h, temperaturas durante el dia ¥ la noche de 259C v
182, una humedad relativa durante el diay la noche de 70% y B0%, respectivamente vy
coh una irradiacién de 210 pmol fotones m™ s, Transcurrida una semana, el semillero
fue transplantado a macetas que se mantuvieron en camara de cultivo hasta que las
plantas alcanzaron el estado de seis hojas. Como fuente de indculo se utilizé el aislado
"Lixie* del Virus def moteado del clove! (CarMV-Dix), obtenido y donado
hiolégicamente con anterioridad a partir de una infeccion natural de plantas de clavel
{Dignthus caryophyttus, cv. Dixie) (Sanchez-Mavarro v col., 1996). El virus se propago v
purificd a partir de plantas de Chenopodium guinog, como se describe en Diez y col.,
(1998). Las inoculaciones se realizaron con 20 pg/ml de virién purificado en tampén
fosfato potasico 20 mM (pH 7.0} y utilizand o carborundum como agente ahrasivo para
dafar la superficie de la hoja. Se inocularon dos hojas por planta, la tercera y cuarta
hoja verdadera. Tras la aplicacion del inoculo, las hojas se lavaron suavemente con

agua. Los controles de plantas sanas fueron inoculados con tampoén.

2.2. Fraccionamiento subcelular

Se obtuvieron fracciones subcelulares de hojas de plantas inoculadas y no
inoculadas de Chenopodium quinoa a diferentes dias post-inoculacién (dpi) (2, 4, 9),
esencialmente mediante el procedimiento que describe Donald v col. {1993) v Mas v
col. {2000). En este proceso 1 g de tejido fue homogeneizado con nitrdégeno liguido v
resuspendido en 4 ml del tampon de extraccion de proteinas (sacarosa 400 mM, Tris-
HCI 100 mM, KO 10 mM, MgCl; 5 mM, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol 10 mM,
phenilmetilsulfonil (PM5F) 1 mM, pH 7.5). El homogeneizado fue filtrado a través de

una malla de nylon y el filtrado se centrifugd a 1000xg durante 10 min con lo gue se
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obtuvo la fraccion P1 {enriquecida en plastidios y nicleos) y el sobrenadante 51.
Cespués la fraccion 51 fue centrifugada a 20000xg para separar la fraccion citosolica
{530, sedimento) de la fraccidon membranosa (F30). La fraccidon de la pared celular {Cw)
se obtuvo a partir de los restos de la filtracion que quedaron sobre la malla de nylon.
Estos restos se lavaron con el tampon de extraccion de proteinas anterior conteniendo
un 2% de Tritén X-100 en repetidos ciclos de centrifugacion {10000xg) ¥ resuspension
{2-4 veces). Los sedimentos P1 y P20 se resuspendieron en 200 pl de tampén Laemmli
1x individualmente, mientras que la fraccion CW se resuspendid en 400 pl de tampén
Laemmli 1x debido a la dificultades para resuspender el sedimento. El sohrenadante
530 fue ajustado al tampon Laemmli 1x con el 5x¢x de este mismo tampon. Estas
fracciones fueron analizadas por SD5-PAGE v Western blotting, tal v como se describe

en el apartado 2.2. Los resultados fueron densitometrad os.

2.3. Analisis tipo Western de proteinas

Se tomaron muestras de hoja sana e inoculada de Chenopodium quinog a
diferentes dpi (1-10}, que fueron procesadas para el analisis tipo Western como se
describe previamente {Balsalobre y col., 1997; Marcos v col.,, 1999). Fara ello, las
muestras se analizaron en geles de poliacrilamida al 18% en condiciones
desnaturalizantes (SD5-PAGE) segin el método descrito por Laemmli {1970). Asi 1 gr
de tejido de cada muestra fue homogeneizado con nitrégeno liquido, resuspendido en
1 vol de tampén Laemmli {glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2%, Tris-HCl 0.125
M, 0.1% 505 pH 6.8, azul de bromofenol 0.01%:) v se desnaturalizaron a 1002C durante
2 min. A continuacion, las electroforesis se realizaron en geles discontinuos
compuestos de un gel concentrador (250 pl de acrilamida:hisacrilamida al 40%, 500 pl
de Tris-HCI 0.5 M, 0.4% SDS pH 6.8, 1.25 ml de agua) gque se polimerizé con 20 pl de
persulfato aménico al 10% (p/v} v 2 pl de Temed (Sigma) v un gel separador (2,25 ml
de acrilamida:hisacrilamida al 40%, 1.25 ml de Tris-HCI 1.5 M, 0.4% SDS, pH 8.8, 1.45

ml de agua) al que se le afiadieron para la polimerizacion 50 pl de persulfato aménico
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al 10% (p/v) v 2 pl de Temed (Sigma). Las electroforesis se realizaron en tampén TGS

{Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8.3, 5D5 0,1%:) a 200V durante 1 h.

Las proteinas separadas mediante SD5-FAGE, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Schleicher v Schuell, Inc., Keene, MH), usando los sistemas MiniFROTEAN
Il ¥ MiniTranshlot cell (BioRad Lab., Hercules, CA, USA). La electrotransferencia fue
llevada a cabo en 10 mM CAFS (3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic-acid) (Sigma,
St Luis, Mo., USA) pH 11.0, 2 mM DTT (dithiothreitol, Sigma), 0.02% de S05 y 20% de
methanol, durante 2 h a 100V, La inmunodeteccion de la CP y MP del CarMV se realizd,
en primer lugar, blogueando los sitios inespecificos de unién, incubando las
membranas con 2% de BSA en TBST (25 mM Tris-HC, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20,
pH 7.5) durante 45 min. Como anticuerpos primarios se utilizarén dos anticuerpos: un
anticuerpo contra viriones del CarMV que fue amablemente proporcionado por los
Crs. LA. Dards v R. Flores {Instituto de Biologia Molecular v Celular de Plantas, UFV-
CSIC, Valencia) diluido 1:5000 en 2% de BSA en TBEST y un anticuerpo contra la p7 del
CarMV (Marcosy col., 1999) diluido 1:10.000, Despuésde 1 h ¥y 15 min de incubacion a
temperatura amhiente con el anticuerpo primario, las membhbranas se lavaron en TBST
{2 x 10 min) ¥ se incubaron durante 45 min con el anticuerpo secundario lgG anti-
conejo conjugado con fosfatasa alcalina {Boehringer Mannheim) diluido 1:10.000 en
2% de BSA en TBST. Fara el revelado de la membrana, después de repetir los lavados
en TBST y dos lavados de 5 min en el tampén de equilibrado (Tris-HClI 0,1 M, NaCl 0,1
M, pH 9.5), se afiadié el substrato quimioluminiscente CDP-Star™ ({Boehringer
Mannheim, Alemania) diluido 1:100 en el tampon de equilibrado. Las membranas se
incubaron en oscuridad durante 5 min en 5 ml de solucién/100 cm® de membrana.
Fosteriormente, tras retirar el substrato, se expuso frente a una pelicula Kodak X-Omat

AR durante 15-60 min.

Fara comprobar la especificidad de los anticuerpos primarios, se utilizaron
extractos de proteinas totales de planta sana, proteina p7 purificada (Marcos y col.,

1999} v proteina de cubierta del CarMV obtenida a partir de virion purificado en

73



tampoén Laemmli 1x y calentando a 1002C durante 3 min. Las handas de proteinas

ohtenidas en las peliculas fueron densitometradas.

2.4. Analisis Northern-blot

2.4.1. Obtencidn, separacion y transferencia de preparaciones de
acidos nucleicos totales de material vegetal a membranas de
nylon.

Se tomaron muestras de hoja sana e inoculada de Chenopodium quinog a
diferentes horas post-inoculacion {0-36) vy dpi {1-11}), que fueron procesadas para la
ohtencion de sus acidos nucleicos totales tal ¥ como se descrihe en Verwoed vy col,
{1929). Para ello las muestras se homogeneizaron con nitrégeno liguido en un
mortero, después se afiadié 1 vol de tampén extraccién (Tris-HCI 100 mM pH 8, EDTA
10 mM, S0S 1%, LiCI 100 mM) v 1 vol de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico {25:24:1)
a B02C, El homogenado se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min y se extrajo la fase
acuosa a la gue se afiadié 1 vol de 4 M LJ v se incubé en un bafio de hielo a 4eC
durante al menos 8 h. Tras una centrifugacion a 14.000 rpm durante 15 min, el
sedimento se precipitd en etanol y se resuspendio en un volumen apropiado de agua
estéril y se almacend a —20%C hasta su uso posterior. Este sedimento contenia
preferentemente los RNAs de mayor tamafio mientras que el sobrenadante contenia
mayoritariamente el DNA v los RNAs de pequefio tamafio y de alta estructura
secundaria. Cantidades equivalentes de estos RNAs totales fueron desnaturalizados,
segun el método de McMaster ¥ Carmichel {1977), mediante su incubacion a 552C
durante 1 hora con 2 vol de una mezcda desnaturalizante compuesta de 50 pl de
dimetilsulféxido, 20 pl de glioxal desionizado y 14 pl de Hepes 10x {Hepes 0.2 M, ECTA
10 mM, pH 7.0). Estos RNAs desnhaturalizados se separaron en un gel de agarosa-Hepes
al 1% (Pallas y col., 1992, a una intensidad de corriente constante no superior a 15 mA
durante aproximadamente 2 horas. Tras la electroforesis, los geles se incubaron con
una solucion de NaCOH 50 mM durante 15 min ¥y se neutralizaron con acido

acéticofacetato sodico 50 mM durante otros 15 min. A continuacion los RMNAs se
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transfirieron a memhbranas de nylon cargadas positivamente (Boehringer Mannheim]
por capilaridad en tampén 10x S5C (Mall 1.5 M, citrato sodico 0.15 M pH 7.0),
sisuiendo el protocolo estandar descrito por Sambrook vy col. (1989). Después de
mantener la transferencia durante 8-12 h, se lavaron las membranas brevemente en
2x 55C vy se dejaron secar a temperatura ambiente durante 5 min para después fijar los
RMNAs a las membrana mediante tratamiento con luz ultravioleta durante 2 min

utilizando un transiluminador (Vilbert Lourmat).

2.4.2. Sintesis de |as sondas positiva y negativa de RN A del CarfMV marcadas

con digoxigenina.

La sintesis de las sondas de RNA del CarMV marcadas con digoxigenina fue
llevada a cabo como se describe en Pallas v col. {1998). Se utilizaron dos sondas
diferentes del CarMV marcadas con digoxigenina (Fig. 1), con el fin de detectar la
acumulacion del RNA genomico vy los RMAs subgenomicos de polaridad positiva v
negativa del CarMV. Fara detectar las cadenas de polaridad positiva se sintetizo una
sonda a partir del clon pCarM Ec2 {Marcos y col., 1999), correspondiente al extremo
3'del genoma del CarMV de aproximadamente 1 Kb, gque no contiene la secuencia
entera de la proteina de cubierta (CP). Mientras que para detectar las cadenas de
polaridad negativa se utilizd otro clon distinto, el pCarM CF, que se corresponde con la

secuencia de la CF sin el extremo 3'del RNA gendmico del CarMV,

0.5 kb 1.0 kh 1.5 kb 2.0 kb 25 kb 3.0 kb 3.5 kb 4.0 kb

pCarM CP

l - @-

75 pCarM Ec3



FIGURA 1. Representacion esguemdtica de Iz localizacién en el genema del CarMV de los elones
utilizades para la sintesis de las sondas que recenocen las cadenas positivas [pCarM Ec3) y negativas
[pCartd CP) de los RMAs del CarMY. El rectédngulo verde representa el RMA gendmico del CarMy
completo, con una esezla donde se sitdan debaja mediante rectdngulos mayores las proteinas gue
codifica el genama en su posicidn exacta en el RNA. Las barras con punta de flecha representan los
clanes a partir de los cuales se sintetizan las sondas utilizadas, se sittan en la posieian y longitud exacta
que contienen del genoma. Obsérvese cama el clon pCarM CP contiene |z secuencia completa de la CP,
mientras gque el clon pCarld Ec3 contiene la secuencia incompleta de la CP y el extremo 3'del RMNA

gendmicn. Ambaos clones son de igual tamafio, aproximadamente 1Kh.

La sintesis de estos clones se realizd amplificando fragmentos de DNA
utilizando como molde el RNA genémico del CarMV, mediante una estrategia de
transcripcion reversa seguida de una reaccién en cadena de la polimerasa (RT-FCR),
utilizando los cebadores especificos. Dichos fragmentos se insertaron en el plasmido
vector Bluescript Il K5 +7- (Stratagene Inc.), obteniéndose asi los plasmidos pCarM Ec3
{Marcos ¥ col., 1999) v pCarM CP. Estos plasmidos contienen los promotores para las
polimerasas de RNA de los fagos T2 v T7 a ambos lados del inserto del virus. La
linearizacion de los plasmidos se realizdé con la enzima Eco Rl para el clon pCarM Ec2 y
con la Pst | para el don pCarM CP. Esta tltima enzima deja extremos protuberantes y
por ello el plasmido digerido resultante fue tratado después con la DNA polimerasa T4
v una mezcla de dNTPs 1 mM, antes de su purificacion. Tras purificar los plasmidos
digeridos mediante doble extraccion fendélica y precipitacién con etanol, se realizd la
reaccion de transcripcion utilizando 1 pg del plasmido linearizado y afiadiendo 2 pl de
la mezda de nucledtidos 10 x (ATF, CTF, GTF 10 mM, UTF 6,5 mM, dig-UTF 3,5 mM,
Eoehringer Mannheim), 2 pl del tampdn de transcripcion 10 x (Tris-HCI 400 mM, pH
2.0 (2097), MgCl; 60 mM, dithiothreitol (OTT) 100 mM, espermidina 20 mMj
{Boehringer Mannheim), 40 U de inhibidor de RNasa {(Promega) yv 40 U de la RNA
polimerasa del fago T7 {Boehringer Mannheim) en un volumen final de 20 pl La
mezcla se incubd a 272C durante 1 h vy 20 min. Por dltimo, antes de precipitar las

sondas en etanol se trataron con DNasa RQ1 (Fromega) durante 15 min a 272C, para
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eliminar el plasmido linearizado. La concentraccion de las sondas se comprobé

mediante un gel de agarosa-TAE al 1%.

2.4.3. Hibridacién y deteccién inmunolégica.

La hibridacion molecular utilizando sondas marcadas con digoxigenina, su
posterior deteccion inmunolégica y su revelado guimioluminiscente se realizo
siguiendo esencialmente el protocolo descrito por Fallas y col. (1998). En primer lugar,
se realizé un blogueo de los sitios inespecificos de union, incubando las membranas de
nylon en un horno de hibridacion (Hybridiser HB-20, Techne) a 682C durante 2-2 h con
la solucién de prehibridacién (5 ml/100 ¢m® de membrana) compuesta de 50% de
formamida desionizada, 5x S5C (MNaCl 750 mM, ctrato sédico 75 mM, pH 7.0), N-
lauroilsarcosina 0,1% {p/v), SDS 0,02% {p/v) ¥ 2x agente blogueante {Boehringer
Mannheim]. A continuacion, se retird la solucién de prehibridacion y se afiadio la de
hibridacion, con la misma composicion gue la anterior pero conteniendo la sonda dig-
RNA {50-100 ng/ml). Las membranas se incubaron en dicha solucién a 682C durante al
menos 8 h. Tras realizar la hibridacion, las membranas se lavaron 2x 5 min a
temperatura amhiente con 2x S5C ¥y SDS 0,1 % v a continuacion 2x 15 min a 68 2C con

0,1x S5C ¥ S0G 0,1 %.

La deteccion inmunolégica se realizo incubando las membranas 5 min en el
tampon de lavado (acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 7.5, Tween-20, 0,3% (v/v)),
para posteriormente incubar durante 20 min con la solucién de blogueo {agente
blogueante (Boehringer Mannheim) al 1% en acido maleico (0,1 M y NaCl 0,15 M, pH
7.5). A continuacion, se incubaron las membranas durante otros 20 min con un
anticuerpo anti-digoxigenina unido a fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim), diluido
1:10.000 en la solucion de blogqueo. Fara eliminar el exceso de anticuerpo no unido, las
membranas se lavaron 2x 15 min con el tampén de lavado, ¥ posteriormente se
equilibraron durante 5 min en el tampdn de equilibrado (Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M,

Megll; 50 mM, pH 9.5). Todos los pasos fueron realizados a temperatura ambiente.



El revelado guimioluminiscente. de las membranas se realizd utilizando el
substrato guimioluminiscente Lumigen CSFPD ® [Tropix,, (3-(4-metoxiespiro{l,2-
dioxietano-3,2'-(5-cloro) triciclo[3.3.1.13’? ] decano}-4-l) fenil fosfato) {Boehringer
Mannheim]]. Las membranas se incubaron en oscuridad en una holsa de plastico con
una dilucién del substrato 1:100 en el tampén de equilibrado, durante 5 min. Después
de retirar el substrato se incubaron durante 15-20 min a 372C, para después exponer
las memhranas frente a una pelicula Kodak X-Omat AR durante aproximadamente 15
min. Adicionalmente, se realizaron exposiciones mas largas de 2-2 h. Las bandas de

RNA obtenidas fueron cuantificadas por densitometria de las peliculas.

En cuanto a los controles de la hibridacion, se utilizaron extractos de RNA totales de
planta sana, el RNA viral y los transcritos frios (sin digoxigenina) de cada una de las
polaridades. La extraccion del RNA viral se realizé mediante el procedimiento de la
proteinasa K basado en Carrington v Morris {1994). Fara ello el virus purificado fue
incubado con proteinasa K {4 mg/ml} en tampén (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH
7.6) ¥ dodecilsulfato sodico {SDS) al 0.5% durante 1 h a 3272C v los RNAs se obtuvieron
mediante doble extracciéon fendlica y se precipitaron en etanol. Los transcritos frios de
las dos polaridades se obtuvieron a partir del clon pCarM CFP. La polaridad positiva se
ohtuvo por digestion del plasmido con la enzima de restriccion Pst |y transcripcion con
la RNA polimerasa del fago T7, mientras que la polaridad negativa se obtuvo con la

enzima de restriccion Xbal y la RNA polimerasa del fago T2,
2.5. Hibridacidn in situ
2.5.1. Fijacién e inclusién de las muestras
Muestras de hojas de Chenopodium qguinog sanas e inoculadas con el CarMV a

diferentes dpi (4, 6 ¥ 11) fueron fijadas e incluidas en parafina (Fig. 2). La fijacion fue

llevada a caho en fijad or Karnowvsky (Karnovsky, 1965} constituido por una mezcla de p-
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formaldehido al 4% vy glutaraldehido al 2.5% en tampén fosfato 0.1 M (pH 7.2} durante
4 horas a 49C y la infiltracion se realizé a vacio durante 2 min. A continuacion, las
muestras fueron lavadas en el mismo tampon, deshidratadas en una serie progresiva
de alcohol terbutilico e infiltradas e incluidas en parafina (Paraplast Flus, Sherwood
Medical Co., St Louis, Mo. USA). Se obtuvieron secciones de 2-10 pm de los blogques de
parafina con un micotomo rotatorio Reichert-lung 2030. Las secciones fueron
adheridas a portaohjetos, previamente recubiertos con un adhesivo (TESPA, 3-amino-

propil-trietoxi-silano) (Sigma), por calentamiento a 402C sobre una placa calefactora.

2.5.2. Hibridacion in sftu

Las secciones adheridas a los portachjetos fueron desparafinadas con xilol (2x 5
min cada uno) e hidratadas a través de una serie decreciente de etanol {100%, 95%,
F0%, 50%, 20%) hasta agua. Antes de la incubacidn con la sonda estas secciones fueron
pretratadas con 0.2 M HCl durante 20 min, lavadas en agua destilada, tampon 2x S5C
{1x 55C es 0.15 M NaCl, 0.015 M citrato sodico, pH 7.0) ¥ de nuevo agua destilada, 5
min en cada lavado. A continuacion fueron incubadas con proteinasa K (1 pg/ml en 100
mM Tris-HCI, 50 mM EDTA pH 8.0) durante 20 min a 372C y después se lavaron en PES
{126 mM Nadl, 2,7 mM KO, 10 mM Na;HFPO,, 1,76 mM KH,PO,, pH 7.0} durante 2 min.
La proteinasa K fue blogueada con glycina (2 mg/ml} en PBS durante 2 min y de nuevo
se realizaron dos lavados en FBS de 20 segundos cada uno. FPosteriormente las
muestras fueron fijadas en paraformaldehido al 4% durante 12 min y lavadas durante 5
min en PBS dos veces. Seguidamente las muestras fueron deshidratadas en una serie

creciente de etanol v secadas al aire.
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FIGURA 2. Reprasentacign esquemdtica del procesamiento del material vegetal para la hikridacidn in
situ. En |as fotografias se muestra una planta de €. guincg inoculada con Carmy a 6 dpi. [IL) hoja

inoculada.

La solucion de hibridacion contenia un 50% de formamida desionizada, 6x 55C,
3% de SDS, 0.1 mg/ml de t-RNA de levadura v una concentracion de sonda de 200
ng/ml. Se realizé una prehibridacién de una hora con la misma solucién de hibridacion
pero sin sonda vy sin t-RNA de levadura, a 552C. Se utilizaron las dos sondas descritas en
el apartado 2.4.2. del northern-hlot, para localizar las cadenas positivas y negativas del
genoma del CarMV. Antes de usar las sondas fueron desnaturalizadas durante 2 min a
208C vy después se incubaron en hielo. La hibridacion fue llevada a cabo en camara
himeda a 552C durante toda la noche. A continuacion, tras dos lavados de 5 min cada
uno en 2x SSC y 0.1% de SD% a temperatura ambiente y dos lavados mas en 0.2x S5C y
0.1% de SDS de 10 min cada uno a 552C, las secciones se tamponaron 5 min en tampodn
TBS (100 mM Tris-HCl v 400 mM NaCl, pH 7.5} ¥ fueron pre-incubadas en una solucién

blogueante que contenia 0.5% de BSA/TBES durante una hora. La sonda hibridada fue



detectada por incubacion con un anticuerpo de oveja anti-digoxigenina conjugado con
fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim) a una dilucién 1:500 en 0.5% de BSA en
tampon TES durante 1 hora ¥ 30 min a temperatura amhbiente. Fosteriormente se
realizaron 2 lavados de 5 min cada uno en TES y un lavado de 15 min en el tampén de

equilibrado (100 mM Trish-HCI, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9.5).

Para la deteccion colorigénica, las secciones fueron incubadas con NET-BCIP
{cloruro de azul de nitrotetrazolio y 5-hromo-4-cloro-3-indolil fosfato] (Boehringer
Mannheim) a una dilucion 1:50 en el tampoén de equilibrado. La reaccion se llevo a
cabo durante aproximadamente 20 min vy fue parada con agua destilada. A
continuacién, las secciones fueron deshidratadas en una serie creciente de etanol
{20%, b0%, 70%, 95%, 100%), inmersas en xilol ¥ montadas, usando Merckoglas
{Merck, Darmstad, Alemania) como montante. Las secciones fueron examinadas vy
fotografiadas en un microscopio optico DMRE LEMMZ (Leica microsistemas SA.,

Barcelona). La pelicula fotografica utilizada fue de 100 asa de la marca Kodak.

La especificidad de las sondas se comprobd mediante la utilizacion de wvarios
controles: planta inoculada con tampdén libre de virus y planta infectada sin incubar

con las sondas.

3. RESULTADOS.

3.1. Cinética de la acumulacién de la CP, MP y los RNAs virales del

CarMV en hojas inaculadas de Chenopodium quinoa.

Plantas de Chenopodium quinoa con dos semanas de edad fueron inoculadas
con CarMV y con tampén. Se tomaron muestras a diferentes dias post-inoculacion
{dpi) de las hojas inoculadas para hacer un estudio de la cinética de acumulacion de la

CF, MF v los RNAs virales del CarMV.
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FIGURA 3. Cinética de acumulacién del RNA gendmice y los RNAs subgendmices del CarMV. Andlisis
tipe Morthern-klet de extractes de RHNA totales de heja incculada de Chenopodium guinoo a
diferentes horas [A) ¥ dias post-inoculacidn (B). Las membranas fueron hibridadas con una sonda de
RWA marcada con digoxigenina gue reconoce |as cadenas positivas, correspondiente al extremo 37 del
RMA gendmico del Cariy (clan pCarM Ec3). [V] RMA viral purificado a partir de wirion coma control
positiva. [M] Extracto de RNA totales de hoja de plantas inoculadas con tampdn. [g] RNA gendmico del
Car¥. [sgl] RNA subgenomico 1 de 1,7 kKb que dirige la traduccion de la p7 del CarMV. [sg2]. RNA
subgendmieo 2 de 1,5 Kh gue dirige la traduecion de la CP del CarMV. Obsérvese como los RNAs
subgendmicos se acumulan antes gque el RMA gendmico y que el 5g2 se acumula mas que el sg1 en los

primeros dpi. [0-36]) hpi y [1-10]) dpi.

Los analisis de Morthern-hlot (Fig. 2) mostraron una banda de hibridacion muy
débil correspondiente a la longitud del RNA genémico viral {4002 nt) a los 2 dpi en
hojas inoculadas, mientras que a partir de 2 dpi en adelante se ohservé un notable
aumento (Fig. 2B). Los RNA subgendmicos sin embargo fueron detectados en estadios
mas tempranos en la infeccion (24 horas post-inoculacion) (Fig. 3A). A 24 h post-
inoculacion el RNA subgendmico mas pequefo de aproximadamente 1.5 kb que dirige
la traduccion de la CF, mostré una mayor acumulacion (2 veces mas) gque el RMNA
subgendmico de 1.7 kb gue dirige la traduccion de la p7. Los niveles de acumulacion de

los subgendmicos continuaron aumentado en los siguientes dpi, pero entre 4-6 dpi
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comenzaron a estahilizarse, mientras gue el RNA genémico se encontraba en la etapa
de aumento mas acusado (Fig. 4). En losdltimos estadios de lainfeccion (6-10 dpi), los
niveles de acumulacion de los RNAs subgendmicos se hahian igualado y el RMNA
gendmico superaba los niveles de acumulacion de los RNAS subgendomicos (Figs. 2By

4).
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FIGURA 4. Acumulacicn relativa del RMA gendmice y les RMAs subgendmices del CarMV a diferentes
digs post-incculacidn. [g) RNA gendmico del CarMV. [sg1] RNA subgendmica 1 de 1,7 Kb gue dirige |a

traducciaon de |a p7 del Cari. [sg2]). BNA subgendmico 2 de 1,5 Kb gue dirige |a traduccian de [a CP del

Cariy,

Mediante los analisis de Western-blot {Fig. 5] se observd gque la cinética de
acumulacion de la CF y MFP del CarMV eran muy similares. Ambas proteinas fueron
detectadas en las hojas inoculadas en estadios muy tempranos de la infeccién, a 2 dpi
{Fig. 5A v B, carril 2}, momento en el gue ain no son visibles las lesiones cloréticas en
las hojas inoculadas. Estas proteinas continuaron acumulandose durante todo el

tiempo del experimento, hasta los 10 dpi. Mo obstante, el incremento de la
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acumulacién de la MP fue mucho mas importante en los ltimos estadios de la
infeccion (6-10 dpi) (Fig. 6A), mientras gque el de la CF fue mas uniforme desde los
primeros estadios (Fig. 6A). Asi entre 4-6 dpi el incremento de la CF fue menor que el
de la MFP (Fig. 6A). A 10 dpi ambas proteinas alcanzaron su maximo (Fig. 6A). La
fiabilidad de los analisis serolégicos anteriores gqueda reflejada por la ausencia de las
handas con movilidad electroforética similar a la MP o CP en los extractos de hoja de

plantasinoculadas con tampoén (Fig. 5, carril M).

A

FIGURA 5. Cinética de la acumulacién de la CP [A]) v la MP p7 [B) del CarMV. Bxtractos de proteinas
totales de haja inoculada de €. guinpa a diferentes dizs post-inoculacidn se analizaron mediante
Woestern-blot. [C), controles positivos correspondientes a proteina de wviriones purificados [CP) y
proteina p7 purificada [MP]. [M] extracta de proteinas de planta inoculada con tampéan. [Carriles 1-10]),
extractos de proteinas totales a diferentes dias post-inoculaeidon (1-10 dpi). Obsérvese cdmo ambas

proteinas aumentan su cancentracion a mayor dpi.



Al comparar las cinéticas de acumulacion de la CP y el RNA subgendmico gue
dirige su traduccion, se obhservd un comportamiento paralelo (Fig. 6B). S5in embargo, el
analisis comparado de la cinética de acumulacion de la MF vy su RNA subgenomico
reflejo un patron de acumulacion diferente, en el gue una primera fase rapida de
acumulacion del mRMNA no se correlaciond con la correspondiente acumulacion de la
MF (Fig. 6C). Estos resultados parecerian sugerir, aungue no lo demuestran de manera
definitiva, que la expresion de la MFP estuviera regulada a nivel de la traduccion,

mientras que la expresion de la CF estaria regulada a nivel de la transcripcion.
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FIGURA 6. Comparacidn de las cinéticas de acumulacién entre la CP y MP del CarMY [A), asicomo las
cindticas de acumulacidn de cada proteina cen la de su correspondiente RNA subgendmico [B y C).
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FIGURA 7. Cinética de acumulacidn de las cadenas positivas [A] ¥y negativas [B) del RNA gendmico y los
RHMAs subgendmiceos del CarMVY. Extractos de RNA totales de hoja inoculada de C. guinea a diferentes
dpi fueron sujetos 3 andlisis tipo Northern-blot. El anélisis de las cadenas positivas se realizd mediante
la utilizacian de la misma sonda mencfonada en |a figura 2 gue reconoce las cadenas positivas de RNA
del CarM ¥, sintetizada 2 partir del clon pCarM Ec3 que contiene el extremo 3'del RNA genamico del
CarfM¥y, mientras gue para el analisis de las cadenas negativas se utilizd una sonda sintetizada a partir
del clon pCarf CP gue no contiene el extremo 3'del RNA gendmico. Su sintesis se describe en el
apartado 2.4.2. [¥], RNA viral purificado a partir de virion. [T+), transerito frio de polaridad positiva del
RNA gendmico del CarMv sintetizado a partir del clon pCarM CP. [T-], transerito frin de polaridad
negativa del RNA gendmico del CarMy sintetizadea a partir del clon pCart CP. [M], Extracto de RNA
totales de hojas de plantas inoculadas con tampédn. [g), RMNA gendmico del CarlMV. [sgl), RMWA
subgenamico 1 de 1,7 Kb qgue dirige la traduccian de la p7 del CarMWy. [sg2]), RMA subgendmico 2 de 1,5
Kb gque dirige la traduccion de |a CP del CarMV. [2-11], dpi. Obsérvense |as diferencias de concentracion
entre las cadenas positivas y las negativas de los RMNAs wirales. La especificidad de las sendas

eorrespondientes se evalud utilizando transeritos de ambas polaridades y el RWA wiral.

Se procedid entonces a estudiar el patron de acumulacion de las cadenas de

RNA negativas y su comparacion con las positivas (Fig. 7). La especificidad de la sonda
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positiva gque reconoce las cadenas negativas fue demostrada al no hibridar con los
RNAs purificados a partir de particulas virales ni con el transcrito frio positivo (Fig. 7B,
V y T+4]. La sonda negativa que reconoce las cadenas positivas tampoco hibrido con el
transcrito frio negativo (Fig. 7A, T-). Extractos de acidos nucleicos totales de plantas de
C. guinoa infectadas se dividieron en dos alicuotas v se analizaron de forma paralela
mediante Northern-blot. Un primer analisis cuantitativo puso de manifiesto gque las
cadenas de polaridad positiva se acumularon del orden de 100 veces mas gue las
correspondientes negativas. Ademas, la cinética de acumulacion fue claramente
diferente. Asi, mientras que las formas positivas presentaron una cinetica creciente a
lo largo de los diferentes dias en los que se tomaron las muestras, las formas negativas
alcanzaron un maximo a 8 dpi que fue seguido por un marcado descenso en los niveles
de acumulacién (Fig. 7B, carriles 8 y 11]. Al igual gque lo observado para las formas
positivas en los primeros estadios de la infeccion, los niveles de acumulacion de los
RNA subgenomicos son mayores que los del gendmico pero a diferencia de lo
ohservado para las cadenas positivas los niveles de acumulacion del RMA gendmico en

los estadios tardios de la infeccion no superan los de los RNAs subgenomicos (Fig. 7).

3.2. Fraccionamiento subcelular

la localizacidon subcelular de la CF y MF fue estudiada en las hojas de
Chenopodium qguinoa inoculadas con CarMV a 2, 4 v 9 dpi mediante analisis Western-
hlot (Fig. 8). La CF fue detectada a 2 dpi principalmente en el citosol aungue tamhbién
fue encontrada en la fraccién membranosa (Fg. 8A, carriles 520 y P30, 2 dpi), perono
fue detectada en la pared celular (Fig. 84, carril CW, 2 dpi). El analisis densitométrico,
junto con las correcciones oportunas derivadas de la cantidad de muestra cargada en
el gel para cada fraccion, puso de manifiesto que el contenido de CP en la fraccion 530
fue 11 veces mayor que la cantidad de CFP detectada en la fraccion F20 (Fig. 9A). A 4
dpi la cantidad de CF incrementd en todas las fracciones y fue detectada también en la
pared celular (Fig. 84, 4 dpi}. La cuantificacion de este Western-hlot, demostro que el
contenido de CP en 520 fue 9y 12 veces mayor gue la cantidad de CP detectada en las

fracciones P20 y OW, respectivamente (Fig. 9A). A 9 dpi el contenido de CP en la
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fraccion 520 fue 12 v 18 veces mayor que la cantidad de CP detectada en P30 y CW,
respectivamente, por lo que el incremento en la fraccion 530 fue mas importante que
en las otras fracciones (Fig. 9A). Estos resultados indican que la CP es principalmente
citosolica ¥ que una fraccion minoritaria se encuentra asociada a la fraccion

membranosa y a la pared celular.

FIGURA 8. Localizacidn subkcelular de la CP [A] v MP [p7)] [B] del CarMVY mediante fraccionamiento
subcelular por centrifugacion diferencial y andlisis Western-klet de hejz inocculada de plantas de
C.guinog 2 2, 4 y 9 dpi. [(P1) fraceian enriguecida en plastidios y ndcleas. [P30] fraccidon membranosa.
[530]) fraccidn eitosalica. [CW] fracecian de |a pared celular. [m] fraceion de planta sana inoculada con
tampén. (i) fraccion de hoja inoculada. [CP) virdn purificado. [MP)] proteina p7 purificada. La cantidad

de proteinas totales aplicada en la fraceian 5-30 fue 10 weees menor gue en las otras fracciones.
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FIGURA 9. Acumulacign relativa de la CP [A) ¥ MP [p¥] [B] del CarMV en las distintas fracciones
obtenidas en el fraceionamiente subcelular a diferentes dpi. [P1] fraceion enrigquecida en plastidios y

nicleas. [P30]) fraccion membranosa. [$30] fraccion citosdlica. [CW) fraccion de la pared eelular.

Los mismos extractos proteicos se utilizaron para analizar, de forma paralela, la
localizacion subcelular de la MF o p7 (Fig. BB). A 2 dpi, a diferencia de la CF, la p7 solo
se detectd de manera muy déhil en la fraccion P20 (Fig. 8B, 2 dpi), mientras que a
partir de los 4 dpi, se detectd claramente en las fracciones F30 vy 5320 y muy
tenuemente en la fraccién de la pared celular (Fig. 8B, 4 dpi). La cuantificacién con el
densitémetro de este Waestern-blot y las correcciones posteriores, demostraron gue el
contenido de MP presente en la fraccion 520 fue 2 y 20 veces mayor que la cantidad de
MF detectada en las fracciones P20 vy CW, respectivamente (Fig. 9B). A 9 dpi, la p7 fue

detectada claramente en todas las fracciones (Fig. 2B, 9 dpil, Fero el incremento fue



cuantitativamente mas significativo en la fraccion CwW. El contenido de MP en la
fraccion 530 fue 7.6 y 12.5 veces mayor que la cantidad de MF detectada en las
fracciones P20 y CW, respectivamente (Fig.9B). los resultados anteriores ponen
claramente de manifiesto que, en los primeros estadios de la infeccion, la p7 se localiza
preferencialmente en el citosol y fraccidn membranosa, mientras gque en estadios

posteriores un porcentaje significativamente importante se localiza en la pared celular.

La presencia de la CFy MF en la fraccion F1 enriguecida en nicleos y plastidios

puede ser debida a una contaminacion por otros componentes subcelulares.

3.3. Analisis espacio-temporal de la distribucién de las formas de

polaridad positiva y negativa mediante hibridacién in situ.

La distribucion espacial de las cadenas de RNA positivas ¥ negativas del CarMVy
a distintos tiempos se estudid mediante la hibridacion in sity con sus respectivas
sondas. Al igual que los analisis tipo Northern, los estudios de hibridacion in situ
pusieron de manifiesto que las cadenas de RNA positivas se acumulaban mucho mas
fque las cadenas negativas, independientemente del dia post-inoculacién analizado
{Fig. 10). Aungue esta técnica no permite un analisis cuantitative fiable, si se puso
claramente de manifiesto que la cantidad de tejido afectada por la infeccion
aumentaba progresivamente con el tiempo (Fig.10). Las cadenas positivas del RNA viral
se observaron abarcando la totalidad de la zona sintomatica mientras que el resto de
la seccidn de hoja aparece libre de infecciéon {Fig.104, By E}, lo gue pone de manifiesto
la especificidad de la reacciéon. Dentro del sintoma todos los tipos celulares de la hoja
{epidermis, parénquima en empalizada, mesofilo lagunar y haces vasculares) aparecen
infectados. Analisis comparado de cortes seriados hibridados con la sonda que
reconoce las cadenas negativas, puso claramente de manifiesto que la parte central de
los sintomas aparecia libre de marca, observandose la sefial de hibridacion casi
exclusivamente en los extremos de las lesiones ocasionadas por el virus. La zona

central libre de sefial aumentd progresivamente de tamafio de manera paralela al
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aumento del diametro de la lesion (Fig. 10C, D ¥ F). En la mayoria de los casos, los
extremos de las lesiones o frente de infeccidn se weian parcialmente conectados a
través del mesofilolagunar y la epidermis del envés indicando ademas de la progresion
radial del virus, una progresion desde la epidermis del haz hacia el envés (Fig. 10C, Dy
F). El analisis comparado de la acumulacion de cadenas positivas y negativas en venas
principales incluidas en una lesion local puso de manifiesto una sefial de hibridacion de
las cadenas positivas del RMA viral muy intensa sobre el tejido floematico vy el
paréngquima asociado a la vena (Fig. 11A), mientras gque no se ohservd sefial de
hibridacion de las cadenas negativas del RMA viral en cortes seriados en el tejido
floematico ¥ solo presentd una dehil sefial en alguna célula del parénguima asociado a
lavena (Fig. 11B). En el caso de venas principales no asociadas a lesiones cldroticas que
mostraban una sefial de hibridacién de las cadenas positivas del RNA viral muy intensa
sohre el tejido floématico, parénguima asociado alavena y tejido de hoja que rodea la
vena (Fig. 11C), tampoco mostraron, en cortes seriados, sefial de hibridacidn de las
cadenas negativas en el tejido floematico; sélo alguna célula del parénguima asociado
a la vena, de la epidermis y¥ del mesoéfilo lagunar del tejido de hoja que rodea la vena

mostrd una débil sefial (Fig. 11D).
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FIGURA 10. Andlisis espacio-temporal de las cadenas positivas (A, By E] y negativas (C, Dy F] del RNA
viral del CarMV por hibridacidn #n sitv al microscepio dptico en secciones transversales de hoja
inoculada de plantas de C. guinog a4 (A y C), 6 (B y D) ¥ 11 [E v F) dias post-inoculacién. Las sondas
utilizadas para la deteccidan de las cadenas positivas y negativas del RNA wiral del CarM¥ fueron las
mismas gue se utilizaron en el analisis tipo Northern-hlot, (pCarM Ee 3 y pCarl CP). Las zonas infectadas
aparecen de color azul. Obsérvese cdmo |as cadenas negativas se acumulan en mucha menor cantidad
gque las cadenas positivas y como los sintomas abarcan mayor seccidn en |la hoja a medida gue
aumentan los dpi. Las cadenas negativas se localizaron en |los extremos de los sintomas, unas células
anteriores al frente de infeccion, dejando la zona central de los sintomas libres de cadenas negativas.
[(Pp). parénguima en empalizada. [SM], mesafilo lagunar. [P), tefido floematico. [X], elementos

conductores del xilema. Barra=10
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FIGURA 11. Andlisis espacial de las cadenas positivas (A, y C] ¥ negativas [B y D) del RNA viral del
CarMV por hikridacién in situ al microscepic optico en secciones transversales de wenas principales
que se lecalizan en el interier de una lesidn clordtica (A y B )y fuera de ellas [C y D), en haja inoculada
de plantas de C. guinog. Obsérvese camo en todos las casos de venas principales analizadas el tejido
floematico [P) aparece libre de sefial de hibridacian de las cadenas negativas del BNA wiral. (E),
epidermis. [Pp). parénguima en empalizada. [SM], mesafilo lagunar. (X], elementos conductores del

xlema. Barra=100 pm.



4. DISCUSION

El éxito en el establecimiento de una infeccidn viral ¥ su progresidén en un
huésped susceptible depende esencialmente de la eficiendia de la expresion espacial v
temporal coordinada de los genes virales. La mavyoria de los virus con genoma de RNA
de sentido positivo expresan sus genes 3 terminales a través de la sintesis de RNAs
subgenomicos. Aungue el mecanismo de expresion de los Carmovirus se conoce con
cierta profundidad {(Morris v Carrington, 1988 Russo y col., 1994, los estudios sobre la
cinética de la acumulacién in vivo de los RNAs gendémicos, subgendmicos y sus

productos de traduccion son escasos, especialmente para su miembro tipo, el CarmMV,

Los estudios de la cinetica de acumulacion de las cadenas positivas del CarMVy
mediante analisis Morthern de extractos de acidos nucleicos totales ohtenidos a partir
de plantas de €. guinog infectadas con CarMV, pusieron de manifiesto que los RNAs
subgendmicos aparecieron con anterioridad al gendmico y gque sus niveles de
acumulacién fueron mayores que éste en los estadios tempranos de la infeccion (2-5
dpi) (Fig. 3). Ademas, el subgendmico gque dirige la traduccdn de la CF se acumulé dos
veces mas que el subgendmico gque dirige la traduccion de la MFP en estos primeros
estadios (Fig. 3 ¥ 4). Una cinética similar se ha observado en protoplastos infectados
con el TCV (Wang y Simon, 1997). Una expresion diferencial en uno o mas RNAs
subgendmicos ha sido previamente descrita en protoplastos transfectados con el TN -
A (estirpe A del Virus de fo necrosis def tabaco) (Meulewaeter y col., 1952). En el caso
del TMV, el RMA subgendmico que codifica la MF de 20 kDa (F30) sélo fue detectado
hasta 10 h post-inoculacion, mientras gque el subgenomico de la CF fue detectado de
manera continua (Watanabe y col., 1984). Se propuso entonces gque la MP del TMV
tenia que ser expresada pronto en la infeccidn, con el fin de competir eficientemente
con la CP por su unién al RNA del TMVY para formar los comple jos ribonucleoproteicos
P20-RMA del TMV v posihilitar su transporte célula a célula (Citowvsky v Zambryski,

1991).
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La acumulacion diferencial de los BNAs subgenomicos de la MP (p7) vy de la CP
del CarMV en los primeros estadios de la infeccidon podria ser resultado de una
diferente afinidad de los promotores de los subgendmicos por la ENA polimerasa que
resultaria en una acumulacion diferencial en etapas tempranas de la infeccion.
Alternativamente, la mayor acumulacién del RNA subgenémico mas pegueno podria
explicarse si tenemos en cuenta gue en la sintesis de cadenas negativas la replicasa
procede desde el extremo 2"hacia el 5y gue inmediatamente tras la sintesis del
promotor subgendmico, una proteina se asociara a dicho promotor. Ello serviria como
una etigueta para atraer otras moleculas de replicasa para iniciar la sintesis de las
formas positivas de los RMAs subgenomicos. Si esta union fuera relativamente rapida o
huhiera cantidad es limitantes de moléculas de replicasa, siempre se veria favorecida la
sintesis de los subgenémicos mas 2 distales (en las cadenas positivas) tal v como ha

sido propuesto por Miller y Koew {2000].

La comparacion de las cinéticas de acumulacion de la CP y p7 con sus
respectivos RMAs subgendmicos (Fig.6B vy C) , puso de manifiesto que, a diferencia de
lo que ocurre con la CP, la expresion de la MP no sigue una cinética paralela a la
expresion de su RMNA mensajero lo que sugiere que la p7 podria estar regulada a nivel
de la traduccion, mientras que la expresion de la CP podria estar controlada a nivel de
la transcripcion. Una regulacion traducional de la MF ha sido también propuesta para
el CMV (Vaquero vy col.,, 1996), mientras que en el caso del TMY la expresion diferencial

de la MF esta regulada a nivel de la transcripcion {Lehto y col., 1990]).

Ciferentes mecanismos se han propuesto para la sintesis de los RNAs
subgenomicos [ver revision de Miller v Koev, 2000}, En el primero de ellos, inicialmente
descrito para el BMY (Miller v col., 1985}, los RNAs subgendmicos se sintetizarian
mediante un mecanismo de iniciacion interna a partir de las caidenas negativas de
longitud completa. En el segundo mecanismo, descrito para los coronavirus, los RNAS
subgendmicos se producidan mediante terminacion prematura de las cadenas

hegativas en su proceso de sintesis a partir de las cadenas positivas (Sit v col., 1998).
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En el caso de los Carmovirus se ha propuesto el primero de estos mecanismos para el
TCV (Wang ¥ Simon, 1997) en hase, fundamentalmente a la demostracion de gque las
secuencias promotoras de la sintesis de los ENAs subgendomicos no se encuentran en
las formas positivas de éstos. Las bases mecanisticas del modelo de iniciaciéon interna
no precisan de la existencia de formas negativas de longitud completa de los RNAs
subgendomicos de tal manera gue se ha argumentado que su deteccion sea
precisamente un indicativo de mecanismo de terminacién prematura. En el caso del
CarMV hemos puesto claramente de manifiesto la existencia de dichas formas en
tejido infectado de C. guincg aungue su cinética de acumulacidon es cualitativa v
cuantitativamente diferente a la de las cadenas positivas. Asi, las cadenas negativas se
acumularon 100 veces menos gque las positivas, y mientras que estas tltimas siguieron
una progresién creciente a lo largo de los diferentes dias de la infeccion, las cadenas
negativas comenzaron a decaer en los estadios tardios (Fig. 7). La observacion de que
las formas negativas del CarMV no se encapsidan pudiera explicar la diferente cinética
observada entre las cadenas positivas v negativas de tal manera gue las cadenas
negativas estarian mas expuestas a procesos de degradacion celular. Una situacion
similar ha sido observada en protoplastos transfectados con el necrovirus THNV-A
{Meulewaeter y col., 1992} y el TMV (Ishikawa y col., 1991). Para el tombusvirus del
grrugamiento moteado de fo alcachofo (AMCV]) no se detecté una diferencia
cuantitativa entre las formas positivas y negativas y su cinética de acumulacion fue

paralela en amhos casos [Tavazza y col.,, 1994).

El analisis de los patrones de expresion de las dos proteinas CF y p7 del CarMV
en hojas inoculadas de Chenopodium quinog, mostrd gque ambas proteinas se
detectaron inicialmente a 2 dpi v alcanzaron su maximo a 10 dpi. No ohstante, la
cinética de acumulacion de cada una de ellas fue diferente (Figs. 5 v 6A). Asi, la CF se
acumuld de manera progresiva a lo largo de los dias analizados mientras que la MP,
tras una acumulacion inicial baja, aumentd de manera significativa entre los dias 4 y 6
post-inoculacién. Con algunas excepciones, la mayoria de las MPs virales presentan

una expresidon transitoria in wivo gue ha sido justificada por su implicacién en los



primeros estadios de la infeccion, tal v como ocurre para el AIMV {Berna y col., 1986),
TMY (Deom et al,, 1990), RCNMY {Osman y Buck, 1991) v CMVY (Vaguero v col., 1996].
Sin embargo, la p7 del CarMV no presentd dicha expresion transitoria al no observarse
una caida durante los dias de infeccion analizados {Fig. 5B). Ello no contradice la
posible implicacion de la p7 en el movimiento célula a célula dado gue una cinética
similar se ha descrito para otras MPs hien caracterizadas como son la del Virus def
maosgico de g cofiffor (CaMV) (Perbal y col, 1993} vy la del Virus del entrenudo corto
infeccioso de {a vid (GFLY) (Ritzenthaler y col., 1995a). Es posible gque la p7 del CarMV
pudiera formar un complejo con otras proteinas virales y/o del huésped que la hicieran
menos accesible a la degradacion y la direccionaran hacia la pared de la célula. En este
sentido es interesante resaltar gque, aungue la mayor parte de la p7 del CarMV
presenta una localizacién citosdélica, la proporcién de proteina gue se detecta en la
pared celular va aumentando con los dias de infeccion {Figs. 8B y 9B). La deteccién
preferencial de la p7 del CarMV en la fracciéon citosélica (530) contrasta de manera
sorprendente con la deteccion de la homdloga p2 del TCV, la cual fue detectada
exclusivamente en las fracciones particuladas de tejido infectado de Arabhidopsis (Li ¥
col., 1998}, Aungue ambas proteinas son estructural ¥ funcionalmente muy similares,
la p8 del TCV presenta una singularidad que podria explicar la diferente localizacién
subcelular descrita: presenta dos sefiales de localizacion nuclear (NLS), una del tipo SV-
40 y otra de tipo hipartito. La funcionalidad de la MLS hipartita ha sido puesta
claramente de manifiesto por Cohen y col., (2000b], lo gque explicaria su localizacidn
diferencial con la p7 del CarMV. Los datos de localizacion subcelular de la p7 del
CarMV en la pared celular y en la fraccién membranosa (P20} son coherentes con la
supuesta implicacién de la MP en el movimiento célula a célula. En general, se ha
demostrado que todas las proteinas de movimiento ¢ aguellas que presuntamente lo
soh estan asociadas a estas fracciones, ejemplo de ello son: la proteina de 48K del
Virus def mosagico de lg cariffa CPMV (Wellink v col., 1987); la MF del TMY (Moser y
col., 1988: Cooper v Dodds, 1995); la supuesta MF (42K} del Virus de! moteado del
tréhol rojo (RCMY) (Shanks v col., 1989); las proteinas de 46K del Virus de fos aniffos

negros def tomate (TBRY) {Demangeat y col., 1992) v del Virus del mosaico cromado de
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fa Vid {(GCMY) (Hibrand v col., 1992); la proteina P7a del TNV {(Drouzas y col., 19968); la
proteina 28K del Potexvirus del mosagico def bambd (BaMVY) en una infeccion de N,
henthamiang (Chang v col., 1997); la proteina 2a del BEMV (Fujita ¥ col, 1998); la

supuesta MF (P8} del TCV (L v col., 1998).

Sin embargo, la proteina p7 (MFP) del CarMV es, tal v como se ha descrito
anteriormente, principalmente citosdlica, ya gque fue encontrada en grandes
cantidades en la fraccion soluble 520, Resultados similares se han descrito para otras
MFs, como la P28 del GFLV (Ritzenthaler y col., 1995a) o la MF F1 del CaMV (Ferbal y
col.,, 1992} gue son principalmente citosolicas pero tambien se han encontrado
asociadas a la pared celular y a la fraccidén membranosa. Asi mismo, la proteina de 26K
del Potexvirus del mosagico del foxtait (FMV] fue detectada principalmente en la
fraccion soluble {Rouleau vy col.,, 1994). La expresiéon no transitoria, su aparente
estahilidad vy su localizacion principalmente citosdlica constituyen caracteristicas Gnicas
para una MF, sélo compartidas con la p28 del GFLV, que hace sospechar otras

funciones de la p7 del CarMV alternativas al movimiento célula a célula.

En cuanto ala CP del CarMV también fue detectada principalmente en el citosol
{mas del 20%) a diferentes dpi (Figs. 2A v 94}, como ha sido descrito parala CF de 56k
del GCMV {Hibrand v col., 1992) v la CF del Virus def mosagico rayado de la cebada
{BSMV) {Donald v col., 1993). Aungue la CP del CarMV fue detectada en todas las
fracciones, las cantidades detectadas en las F1, F20 v CW fueron mas hajas. También la
CFP del BsMV (Donald v col.,, 1993) y la CP del Virus def rosetdn del cacahuete [PCV)
{Erhardty col, 1999) fueron detectadas en todas las fracciones, pero la CF del PCV fue
particularmente ahundante en las fracciones membranosa y citosolica {Erhardt v col.,

1999).

Finalmente, los analisis de hibridacion in sity al microscopio optico pusieron de

manifiesto una localizacion espacio-temporal distinta para las cadenas positivas vy



negativas del CarMV en tejido infectado (Fig. 10). La zona central de la lesion local
provocada por el virus no presentaba sefial de cadenas negativas, mientras gque las
cadenas positivas fueron claramente detectadas. For tanto, aungue la progenie del
genoma viral del CarMV mostré una acumulacion uniforme a lo largo de todo el
sintoma, la replicacion parece estar espacialmente regulada, de manera gue ésta se
localizo detras del frente de infeccidn, es decir, en los extremos del sintoma. Esta es la
primera evidencia histolégica en Carmovirus de la distribucion diferencial de las
cadenas positivas y negativas. La localizacion de las cadenas negativas en los extremos
del sintoma sugiere fuertemente un requerimiento de la replicacion para el
movimiento célula a célula. Resultados similares habian sido descritos para el Virus
transmitido por semillo del mosgico del guisante (PShMV], cuya replicacién era
restringida a 10-12 células detras del frente de infeccidn en cotiledén de guisante
inmaduro infectado (Wang v Maule, 1995). Estudios subcelulares de las MPs
fusionadas a la GFP {Huang y Zhang, 1999; Széczi vy col, 1999), o por
inmunomicroscopia electronica (Roberts ¥ col,, 1998), demuestran que la MF es
diferencialmente localizada dentro de las células cabeza junto al avance de infeccion o
detras de la misma, lo gue es consistente con la sincronizacion de replicacion vy

movimiento descrita en el presente trabajo.

Mo ohstante, la carencia de sefial de cadenas negativas en la zona central del
sintoma se puede deher a que el virus deja de replicarse en la zona de infeccidon ya
pasada, incluso cuando las células ain permanecen vivas y todavia desarrollan sus
funciones. Esta situacion se ha relacionado, por su semejanza, con el estado de
“persistencia’ descrito en algunas infecciones de virus animales, donde el virus reside
en las células pero no parece replicarse (Aranda y Maule, 1998). Se cree gue este
estado esta relacionado con el silenciamiento génico post-transcriptional (FTG5)

inducido por muchos virus (Ratcliff v col., 1997; 1999).

En cuanto a la replicacion en el sistema wascular, nuestros resultados

demostraron gque tras analizar venas mayores con sefial hibridacion de las cadenas



positivas en el tejido floematico, localizadas tanto en el interior de un sintoma como
fuera de él {Fig. 11), no mostraron sefial de hibridacion de las cadenas negativas en el
tejido floematico. For lo tanto, se sospecha gue no hahria replicacion en el tejido
floématico, aungue un estudio mas detallado al microscopio electrénico seria
necesario para confirmar estos resultados, yva que recientemente se ha descrito gue el
Viroide del tubércufo fusiforme de fao patata (PSTVd) es capaz de replicarse en las
células acompafiantes y células del parénguima floématico de plantas de tomate (Zhu

v col., 2001).
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Capitulo Il

Bases Celulares de |a Traslocacion y Distribucion Final del Virus def moteado

del clavel {CarMV) ensu huésped natural.
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1. INTRODUCCION

El clavel es una especie que se cultiva en todo el mundo, multiplicandose
normalmente mediante propagacion vegetativa (Zandwort, 19732; Nakano vy col., 1994).
Su cultivo se wve particularmente afectado por una serie de enfermedades de origen
viral que limitan de manera muy significativa su comercializacion. Fara la produccidn
de material vegetal es imprescindible aplicar unos controles exhaustivos de ausencia
de virus. Segiin la legislaciéon de la UE, el control sanitario de enfermedades virales en
clavel se hasa en la ausencia de Virus def moteado del clove! (CarMV). Ello es
fundamentalmente debido a que es el virus mas facilmente transmisible de entre los
gue infectan este cultivo y constituye pues un excelente indicador del estado sanitario
del material vegetal. El CarMV se transmite facilmente por via mecanica, al realizar
pinzados y recolectar la flor (Devergne, 1982- Batllé y Lavifia, 1992) y por Aphis gossypii
{Singh vy Singh, 1989). Tras la termoterapia y el cultivo de meristemos apicales se
producen un importante nimero de escapes que lo hacen dificil de eliminar (Maia y

col., 1969; Hollings v col., 1972).

Aungue el virus sélo induce un moteado suave en especies del género Dianthus
{Hollings y Stone, 1970}, se ha demostrado que su presencia puede tener un efecto
perjudicial en la produccion de flor cortada debido al efecto sinérgico que provoca en
infecciones mixtas (Brierley, 1964; Hakkaart, 1964; Hollings y col., 1977]. Se ha descrito
gque tamhbién produce una disminucién del vigor de las plantas, un descenso en la
produccion de las flores y pérdidas importantes durante el enraizamiento de los
esquejes (Brige y col.,, 1990; Batlle y lavifia, 1992). Resulta ser pues un virus de

extraordinaria repercusion economica.

El CarMV es el miembro tipo del género Carmovirus perteneciente a la familia
Tombusviridae de virus de plantas. Es un virus icosaédrico de 20 nm de diametro, que
posee un genoma monopartito de ENA de simple cadena de sentido positivo de

aproximadamente 4 Kh. El analisis de su genoma revela la presencia de cinco marcos
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de lectura abierta (ORFs) (“open reading frames”). El ORF mas cercano al extremo 5
{p27) ¥ su producto de lectura a través (“read through”) (p86), se cree que son, por
homologia con el Virus def grrugamiento def nabo (TCV), esenciales para la replicacion
del genoma (White y col., 1995). El ORF mas proximo al extremo 37 codifica parala CF
de 38-kDa (Morris y Carrington 1988; Russo y col, 1994). Los dos CORFs del
solapamiento interno (p7 v p9) se supone, como se ha demostrado para el TCV (Hacker
v col, 1992; Li y col., 1998), que dichas proteinas son requeridas para el movimiento
célula a célula, v se ha demostrado en el caso de la p7 que tiene propiedades de union

a ENA (Marcos v col., 1999; Vilar v col., 2001]).

El establecimiento por parte de un virus, de una infeccidén sistémica, requiere
diferentes procesos esenciales tales como replicacién, movimiento a corta distancia de
una célula a otra via plasmodesmos v a larga distancia a través del sistema wvascular
{Citowsky, 19932; lucas vy Gilhertson, 1994). Las funciones virales y del huésped
requeridas para el movimiento a larga distancia son diferentes a aguellas necesarias
para el movimiento celula a célula (Maule, 1991; Carrington v col., 1996; Gilhertson vy
Lucas, 1996). Durante los dltimos afios se ha puesto claramente de manifiesto que en
la invasion de las partes distales de la planta los virus siguen un patrén del tipo
"fuente-sumidero” similar al observado en la translocacion de los fotoasimilados
{Leisner y col., 1992; Andrianifahanana y col., 1997; Roberts y col., 1997]. Un creciente
namero de evidencias han revelado gque los virus utilizan un sistema endégeno de la
planta en el que residiria la funcion de translocacion de macromoléculas y permitiria
integrar distintos procesos fisiolégicos (Lucas y Wolf, 1999: Thompson y Schulz, 1999).
Se han descrito recientemente diferentes proteinas del huésped gue pudieran estar
implicadas en el transporte de macromoléculas (Xoconostle-Cazares y col.,, 1999;
Gomez y Fallas, 2001; Owens y col.,, 2001). Como resultado de estas ohservaciones no
es sorprendente que el estado de desarrollo de la planta condicione de manera
significativa la distribucién final del virus en la misma (Leisner y col., 1993; Mas vy
Fallas, 1996; Sudarshana y col., 1998). Ademas, se ha observado gue los distintos

factores ambientales (luz, temperatura, etc.) gque influyen en la translocacion del

103



fotoasimilado condicionan también la distribucion final del virus en la planta (Ducasse
¥ Shepherd, 1995; Ding v col., 1999; Garcia-Castillo v col., 2001 y capitulo ). Aungue
en la actualidad se dispone de un conocimiento bastante profundo sobre la invasion de
los virus en los distintos tejidos y organos de la planta, la distribucion en los tejidos
meristematicos esta menos estudiada. En los recientes trabajos en los que se ha
abordado esta cuestidon, se ha puesto de manifiesto que en la mayoria de los casos
tanto virus como viroides, no son capaces de infectar el meristemo apical {ej: Al-Kaff y
Covey, 1996; lucy v col., 1996; Wang v col,, 1996; Sudarshana y col., 1998; Zhu vy col.,
2001). Solo en el caso del TCV y utilizando plantas transgénicas gque expresan su CF
inoculadas con una construccion en la que la CP se reemplazo con la GFF, se observo la
expresion de la proteina fluorescente en el meristemo (Cohen y col., 2000a) y se ha

propuesto por tanto gue este virus invadiria el meristemo apical.

En este trabajo se realiza un analisis espacial y temporal de las pautas de
acumulacion del CarMV en la infeccion sistémica de plantas de clavel inoculadas, asi
como su infeccidon natural, demostrando la influencia del estado de desarrollo de la
planta v la filotaxis en la susceptibilidad a la infeccion viral. Especial atencion se ha
prestado a la acumulacién v distribucion del CarMV en los tejidos sumideros ¥ sus

limitaciones en lainfeccion del meristemo del brote apical.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Virus y material vegetal.

El aislado “Dixie” del virus del moteado de clavel (CarMV-Dix) fue obtenido de
una infeccion natural de plantas de clavel (Dianthus caryophylius, cv. Dixie) {Sanchez-
MNavarro y col, 1998). El CarMV-Dix fue clonado biolégicamente, propagado y
purificado en plantas de Chenopodium qguinoa tal ¥ como se describe en Diez v col,,
{1998). Las plantas de clavel saneadas mediante cultivo de meristemos, fueron

proporcionadas por la empresa Barberet y Blanc, S.A. Durante todo el periodo de



experimentacion las plantas fueron mantenidas en los invernaderos de la empresa con
un intervalo de temperaturas de 25-402C dia f12-152C noche y una irradiacién variable
entre 200-650 mol fotones m™? s™. Después de un mes y medio desde el enraizamiento
de los esquejes de clavel, las plantas fueron inoculadas con 20 pg/ml de virién
purificado en tampon fosfato potasico 20 mM {pH 7.0} y utilizando carborundum como
agente abrasivo para dafar la superficie de la hoja. En los estudios de movimiento y
distribucidn del virus, la inoculacidén se realizé en una hoja por planta en la zona apical
de la misma. Tras la aplicacion del inéculo, las hojas se lavaron suavemente con agua.

Como controles se utilizaron plantas sanas inoculadas con tampon.

2.2. Hibridacién “Tissue-Printing”

Las hibridaciones “tissue-printing” o impresiones de tejido {Fig. 1) se realizaron
sisuiendo hasicamente el procedimiento descrito por Song y col., (19923) v Mas vy Pallas,
{1995). Para ello, con el fin de determinar el inicio y rutas de la infeccién sistémica se
realizaron, utilizando cuchillas estériles, secciones transversales de la hase de la hoja
inoculada, del tallo y hojas sistémicas por debajo y por encima de la hoja inoculada, asi
como de la hoja paralela a la hoja inoculada y de raiz a diferentes dias post-inoculacion
{5, 7, 10, 12, 14, 17 y 22 dpi). La superficie de corte de estas muestras fue
directamente presionada sobre una membrana de nylon cargada positivamente
{Boehringer Mannheim) durante aproximadamente 15-30 segundos. los acidos
nhucleicos unidos se fijaron a la membrana mediante tratamiento con luz ultravioleta
durante 2 minutos. La prehibridacion, hibridacion y la deteccién inmunolégica se
realizaron, tal ¥ como se ha descrito en el apartado 2.4.3. del capitulo . Las
membranas se hibridaron con una sonda de RNA marcada con digoxigenina (Fallas v
col., 1998) correspondiente al extremo 2" del RNA gendmico del CarMV {clon pCarM

Ec2, Marcos vy col., 1999], cuya sintesis se describe en el apartado 2.4. 2. del capitulo 1.
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Sustrato -t B
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FIGURA 1. Representacidn esgquematica del proceso de hibridacion “tissue-printing” o impresiones de
tejido. En la fotografiz se muestra una planta de clavel infectada con CarMV, dende se ha sefialade la
zona de incculacidn mediante un recuadre amarillo y mediante lineas rojas se sefialan las zonas de la
planta que se han seccionado para la hikridacién “tissue-printing”. [IL), hoja inoculada. Las eajas
gzules representan la membrana de nylon sobre la que se presiona la superficie de corte de los tejides
seceionados. El rectdngulo rosa representa la sonda marcada con digoxigenina que es reconocida por
un anticuarpo unido 3 fosfatasa alealina [FA], que actia sokre un sustrate quimicluminiscente cuya
emisidn se registra en una pelicula sutorradiografica.

2.3. Hibridacion Dot-blot

Fara comprobar los dias post-inoculacion {dpi) necesarios para que el virus
pasara de la hoja inoculada al resto de la planta, se tomaron muestras de hojas
sistémicas de las plantas de clavel 20 dias después de haber cortado la hojainoculada a
diferentes dias post-inoculacién. Estas muestras fueron procesadas mediante un
analisis de deteccion rutinario descrito por Sanchez-Navarro vy col. {1996). Asi, las
muestras fueron homogeneizadas en un volumen igual de citrato s6dico 50 mM pH 2.5
a 492C en holsas de plastico con un homogeneizador manual. Los homogenados fueron
depositados sobre membranas de nylon, cargadas positivamente (Boehringer

Mannheim), mediante bastoncillos de algodon estériles gue previamente se habian
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impregnado con el homogenado y gue se presionaron suavemente sobre las
membranas hasta que las muestras difundian concéntricamente. Estas membranas se
dejaron secar a temperatura ambiente durante 5 min para despues fijar los RNAs
mediante tratamiento con luz ultravioleta durante 2 min utilizando un transiluminador
{Vilber Lourmat). Posteriormente estas membranas fueron tratadas tal ¥y como se

describe en el apartado anterior 2.2.

2.4. Inmunocitoquimica

Con el fin de identificar los tipos celulares gque aparecian infectados en las
secciones transversales de hoja, tallo, meristemo apical v raiz que habian sido
utilizadas en las impresiones de tejido, secciones inmediatamente anteriores a las
transferidas fueron fijadas e incluidas en parafina (Fig. 2) tal v como se describe en el
apartado 2.5.1 del capitulo | Se obtuvieron secciones de 8-10 pm de los hlogues de
parafina con un microtomo rotatorio Reichert-lung 2030 que fueron adheridas a
portachjetos previamente recubiertos con un adhesivo (TESPA, 2-amino-propil-
trietoxi-silano) (Sigma) por calentamiento a 402C sobre una placa calefactora. Estas
secciones fueron desparafinadas con xilol {2x 5 min cada uno) e hidratadas a través de
una serie decreciente de etanol {100%, 95%, 70%, 50%, 30%) hasta agua. A
continuacion fueron tratadas con PBES (125 mM NaCl, 1.5 mM KH:FO,4, 8 mM NazHFO,,
2.7 mM KCl, pH 7.2), tres veces durante 5, 10 y 15 min, respectivamente.
Fosteriormente, fueron preincubadas en una solucion blogueante gue contenia 5% de
BSA (albimina de suero bovino) en PBS durante 20 min. Como anticuerpo primario se
utilizé el anticuerpo contra viriones del CarMV {amablemente proporcionado por los
Crs LA, Dards v R Flores, IBMCF, Valencia). Las secciones pasaron directamente de la
solucién blogueante a la solucion con el anticuerpo primario diluide 1:6000 en 1%
BSA/FES, donde se incubaron toda la noche a 42C. Posteriormente, se realizaron 4
lavados de 5 min en PBS y fueron incubadas durante 1 hora con el anticuerpo
secundario de cabra anti-lgs de conejo unida a fosfatasa alcalina (Boehringer

Mannheim) a una concentracién de 7 U/ml en 1% de BSA/PES. Los excesos de
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anticuerpo no unido o unido inespecificamente se eliminaron realizando 4 lavados de 5
min ¥ un lavado de 15 min en el tampon de equilibrado {100 mM Tris-HCI, 100 mM
MNaCl, 50 mM MeCl;, pH 9.5). La deteccion colorigénica, de las secciones y su montaje
se realizo tal y como se describe en el apartado 2.5.2 del capitulo | para la hibridacion
in sity. Se llevaron a cabo una serie de controles para comprobar la especificidad de la
reaccion inmunocitoguimica con muestras de plantas inoculadas con tampon y
muestras infectadas que no eran incubadas con el anticuerpo primario o secundario.
La reaccion resultante fue examinada y fotografiada en un microscopio dptico DMRE
LEITZ {Leica microsistemas 5.A., Barcelona, Espafia). La pelicula fotografica utilizada fue

de 100 asa de lamarca Kodak.

—3» | FIJACION

Y

IL INCLUSION
SECCIONES
Inmunocitoquimica Hibridacion in situ

FIGURA 1. Representacion esguematica del procesamiento del material wvegetal para la
inmunacitoguimica e hibridacidn in sifv. En la fotografia se muestra una planta de clavel infectada con
CarMVv, dende se ha sefialado |a zona de incculacion mediante un recuadre amarillo y mediante lineas
rojas se sefialan las zonas de la planta que se han seccionadeo para incluir en parafina y seguidamente
utilizadas para realizar indistintamente una reaccion inmunecitoquimica o de hikridacign o situ. [IL),
hgja inoeulada.
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2.5. Hibridacion in situ

Las mismas muestras utilizadas para la inmunocitogquimica fueron utilizadas
para la hibridacion in sity mediante secciones seriadas adheridas a portaohjetos (Fig.
2]). Estas secciones fueron pretratadas antes de la hibridacion e hibridadas tal ¥ como
se describe en el apartado 2.5.2 del capitulo . Como sonda se utilizé el RNA
correspondiente al extremo 2'del RNA gendmico del CarMY marcado con digoxigenina
{clon pCarM Ec3, Marcos y col., 1999), cuya sintesis se describe en el apartado 2.4.2.
del capitulo 1. Se realizaron wvarios controles para comprobar la especificidad de la
sonda, con muestras de planta sana y muestras infectadas gque no eran incubadas con
la sonda. La reaccidn resultante fue examinada vy fotografiada en un microscopio
optico DMRE LEMZ {leica microsistemas =.A., Barcelona, Espafia). La pelicula

fotografica utilizada fue de 100 asa de la marca Kodak.

3. RESULTADOS

3.1. Distribucion espacio-temporal del CarMV en plantas de clavel

El CarMV no produce por si s6lo ninglin tipo de sintomalogia manifiesta en
clavel, por lo que era necesario la aplicacion de una técnica, como la hibridacion
“tissue-printing” o impresiones de tejido (Fig. 1) {Mas vy Fallas, 1995) gue nos
permitiera ohservar en gqué tejidos de la planta se acumulaba el virus. Mediante esta
técnica hemos podido estudiar la distribuciéon espacio-temporal del CarMV en plantas

de clavel.

Los datos de la hibridacion “tissue-printing” o impresiones de tejido (Fig. 3A) a
7 dpi mostraron una deéhil sefial en la hase de la hoja inoculada, que se manifestaba
como un punto en la parte central de la hoja (Fig. 3A, IL 7dpi), mientras gque el resto de
la planta (hojas sistémicas, tallo y raiz} aparecian libres de sefial (Fig. 24, UL, PL, U5, LS

v R, 7 dpi]. Esta sefial tan localizada se ohservd del mismo modo en la base de la hoja
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inoculada de plantas analizadas a 10 y 12 dpi, si bien ya era una sefial mas fuerte {Fig.
34, IL 10 v 12 dpi} ¥ el resto de tejidos comenzaban a ser invadidos por el virus,
ohservandose sefial en tallo, raiz ¥ hoja sistémicas (Fig. 24, US, ISy R, 10 v 12 dpi y UL,
12 dpi).

El minimo numero de dias necesario para que el virus entrara en el sistema de
transporte vascular de la planta vy pudiera invadirla sistémicamente, se estudid
mediante experimentos en los que se seccionaba la hoja inoculada a diferentes dpi v
se analizaban hojas sistemicas a 20 dpi. Asi, se pudo comprobar que cuando se
seccionaba la hoja inoculada a 5 dpi el virus no era capaz de invadir sistémicamente la

planta mientras que si lo era si se hacia a los 7 dpi (Fig. 2B).

La hoja de clavel es una hoja de tipo lineal con forma de quilla que carece de
peciolo (Fig. 4A). En un corte transversal de la misma se ohserva que consta de un sélo
haz central o haz principal de mayor tamafio ¥y numerosos haces secundarios de menor
tamafio que aparecen distribuidos en el resto de la hoja (Fig. 4EB). Los resultados de la
inmunocitogquimica para las secciones realizadas en la base de la hoja inoculada a 12
dpi, ([que es la misma hoja de la planta 2 analizada en las impresiones de tejido; Fig. 3A,
IL 12dpi), mostraban una sefial localizada a modo de punto central, gque reveld ser una
clara sefial de infeccion del haz central de la hoja (Fig. 4C), mientras que el resto de la
hoja junto con los haces secundarios aparecian libres de infeccion (Fig. 4B). En este haz
central, la sefial se localizd en grupos de celulas floematicas vy en células del

parénguima de la hoja asociadas al haz vascular que rodean estos grupos (Fig. 4C v D).

Los estudios del tallo de plantas de clavel mediante el analisis de las
impresiones de tejido (Fig. 2A), mostraron gque una vez gque el virus salia de la hoja
inoculada v alcanzaba el tallo seguia dos direcciones, una ascendente y otra
descendente, para llegar a los tejidos sumideros de la planta que son el meristemo del
brote apical v la raiz. La primera sefial en tallo apareda en los analisis de las

impresiones de tejido a 10 dpi y tanto el tallo por debajo como por encima de la hoja
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inoculada mostraban infeccidn (Fig. 2A, US y LS 10 dpi). La sefal de infeccién en tallo
era, al igual que en la hase de la hoja inoculada, una sefial muy puntual v estaba
localizada en una zona lateral del mismo. En las impresiones de tejido a 12 dpi se siguio
observando esta sefial lateral y puntual en tallo (Fig. 2A, US y LS 12 dpi.). Con el fin de
identificar gqué tipos celulares aparecian infectados en estas sefiales puntuales, se
realizaron los experimentos de inmunocitogquimica en secciones de tallo por encima vy
por debhajo de la hoja inoculada (Fig. 5) correspondientes a la planta 1 de las
impresiones de tejido a 12 dpi (Fg. 34, US y LS 12 dpi). El analisis inmunocitogquimico
del tallo por encima de la hoja inoculada, cuya impresion de tejido no mostré ningtn
tipo de sefal (Fig. 3A, US 12 dpi], mostré un tnico grupo muy reducido de células
infectadas en todo el tallo (Fig. 54, By C), que estaban muy cerca del tejido floematico
v que correspondian a células del parénguima de la corteza asociado al tejido vascular
{Fig. 5C). lgualmente se analizo el tallo por debajo de la hoja inoculada de esta misma
planta 1 vy se ohservd que el virus sélo se localizaba en dos zonas muy puntuales de un
lateral de tallo, gque se correspondian con los dos puntos obhservados en las
impresiones de tejido {Fig. 2A, LS 12 dpi), mientras que el resto del tallo aparecia libre
de infeccidon (Fig. 5E). Estos dos grupos de células que aparecian infectados estan
constituidos por células del tejido floematico v del parénguima de la corteza gue lo
rodea (Fig. 5E}, mientras gque el resto de tejidos del tallo como son la epidermis,

corteza, tejido xilematico y meédula aparecian libres de infeccion (Fig. 5D v EJ.



FIGURA 3. Andlisis temporal mediante hibridacidn “tissue-printing” o impresicnes de tejide de I3
geumulacidn del RNA viral del CarMVY en hojas inoculadas y sistémicas, tallos y raices de plantas de
clavel infectadas [A y C) y determinacidn del minimeo nimero de dias necesarios de presencia del virus
en hoja inoculada para desarrollar una infeccidn sistémica (B). (A), obsérvese camo las hojas sistémicas
que se |localizan por debajo de |a hoja inoculada [-2 y —1UL) en ningln caso aparecen infect adas, al igual
que ocurre con la hoja paralela a la hoja inoculada [PL) v como la sefial en la hoja inoculada [IL) no
aparece hasta los 7 dpf. [B], analisis mediante hibridacian tipa “dot-blot” de tefido sistémico a 20 dpi
después de haber eliminado |a hoja inoculada a los dpis indicados; obsérvese camao la primera sefial de
infeccian aparece a 7 dpi 2l igual que ocurre en [A) indicando gue el virus sale de |z hoja inoculada entre
los 5 y 7 dpi. [C], obsérvese el aumento en la aeumulacian del RNA viral en todos los tejidos en
comparacian con estadios mas tempranos en la infeccion [A). [LUL], primer par de hojas par encima de
la hoja inoculada; [2UL), segundo par de hajas por encima de la hoja noculada; [3UL), tercer par de
hojas por encima de la haja inoculada; [4UL), cuarto par de hajas por encima de |2 hoja inoculada; [PL),
hoja paralela a |z hoja inoculada; [-2UL), segundo par de hajas por debajo de |3 hoja inoculada; [-1UL),
primer par de hojas por debajo de |a haja inoculads; (IL), haja inoculada; [DS), seceian de tallo por
debajo del brote apical seccionado; (US], tallo por encima de |2 hoja inoculada; [LS), tallo par debajo de

la hoja inoculada; [R), raiz. [P), namero de planta. [M), planta inoculada con tampdn.
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FIGURA 4. Deteccidn inmun ocitoguimica de la CP del CarMY en secciones transversales de la base de
la hoja inoculada de clavel 2 12 dpi. Las zonas infectadas por el virus se identifican por el celor azul de
la reaccidn inmunocitoquimica. [(A), fotografia de una planta de clavel donde se sefiala con un circulo la
zona de inoculacian de la hoja y mediante una linea roja la zona par donde se secciond para su estudio
inmunacitoquimico. [B], sececian transwversal de |a base de |2 hoja inoculada donde se observa su forma
tipica de guilla con un haz central de mayor tamafio (haz de orden | [I)j y numerosos haces laterales mas
peguefios (haces de arden |11 () ¥ Il [IN]). Obsérvese camo la reaccidn inmunocdtoquimica solamente se
localiza en el haz central de |3 hoja. [C), haz eentral de esta hoja oculada. Obsérvese camo la sefial de
infeccidn salo se localiza sobre el tejido floematico [P]) y el parénguima de |z hoja asociado al haz
vascular [PA] gue rodea a éste. (D), detalle del tejido floematico de este haz central donde se observan
infectados elementos conductores de |a savia [SE), células acompafiantes [CC) y células del parénguima
floematica [PP). (IL], hoja inoculada; [E), epidermis; [M]), mesafilo; [X], xilema. Barra=100 pm. En [D]

barra=10 pm.
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FIGURA 5. Deteccign inmunociteguimica de la CP del CarMY en una seccidn transversal del talle por
encima [A-C) ¥y por debajo (D y E] de la hoja inoculada de una planta de clavel 3 12 dpi. [A], seccion
transversal del talla por encima de la hoja inoculada, donde se abserva la morfologia de éste y se
distinguen |as diferentes capas de tejidos: epidermis (E), corteza [C), parénguima de |z corteza asociado
al tejfido vaseular [PA), tejida floematico [P], xilema [X] y médula [Pi]. En el tallo se ohserva sala un
reducido grupo de células infectadas, lo gue se ve mas claramente en |a siguiente micragrafia [B] gue
corresponde a |la zona del recuadro. |C), detalle de este grupa de células infectadas donde se identifican
ceomo células del parénguima de |3 corteza asociado al tejido vascular [PA]), v se localizan muy praximas
al tejido floematico [P), donde se ha sefialado una célula del parénguima floematico [PP). (D), seccidgn

transwersal del tallo por debajo de la hoja inoculada donde se ohservan sdlo dos grupos de células

infectadas en un lateral. [E), detalle del grupo del recuadro, donde se ohserva infectado el tefido
floematica [P] v algunas células del parénguima de la corteza asociado al tefido wvascular [PA). Barra=100

pm. En [C]) barra=10 pm.
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Las primeras hojas sistémicas con sefial de infeccidn aparecen en las
impresiones de tejido a 12 dpi v se correspondian con el segundo par de hojas por
encima de la hojainoculada (Fig. 2A, 2UL,12 dpi). Las hojas localizadas por debajo de la
hoja inoculada no eran infectadas por el virus ni sigquiera en estadios posteriores de
infeccion (Fig. 34, —2 y —1UL}. Este dltimo resultado, claramente refleja el paralelismo
de las rutas de invasion del virus con el flujo del fotoasimilado, cuyo patréon esta
condicionado asi mismo por las relaciones fuente-sumidero. Estas hojas mas maduras
dejaron de ser sumidero antes de que el virus pudiera llegar a ellas v al igual que
ocurre con la hoja paralela a la hoja inoculada (Fig. 2A, FL}, el virus no puede llegar a

ella via floema.

En los estadios tempranos de la infeccion (12 dpi] se obseryd que la sefial de
infeccion que aparecia en las hojas sistémicas de las impresiones de tejido se localizaba
s0lo en un lado de la hoja (Fig. 3A, 2UL 12 dpi). Cuando realizamos el analisis
inmunocitogquimico de secciones de la hoja sistémica de la planta 1 de las impresiones
de tejido a 12 dpi (Fig. 6], se observd que efectivamente el virus solo se localiza en el
lateral del haz central coincidiendo con el lado de infeccion de la hoja, mientras que el
lado contrario estaba libre de sefial (Fig. 6A). Ademas, la sefial de infeccion se
localizaba principalmente en los haces secundarios de la hoja, mientras que el haz
principal apenas presentaba infeccidon (Fig. 64 v C). En cuanto a los haces secundarios
{Fig. 6C, D v E}] mostraron sefial de infeccion en las células del floema, en el
parengquima de la hoja asociado al haz vascular ¥ en el parénquima del xilema, asi
como, en algunas células del meséfilo cercanas a ellos (Fig. 60 v E). For tanto, la
descarga floematica y del virus en la hoja sistémica es llevada a cabo por los haces

secundarios.

Esta respuesta asimétrica de la infeccion tanto en hojas sistémicas como en el
tallo, es consecuencia de la disposicion filotactica de las hojas respecto a la hoja
inoculada, de manera gue so6lo se infecta el lado del tallo que coincide con la insercion

de la hoja inoculada y lo mismo ocurre con las hojas sistémicas en los estadios
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tempranos de la infeccion en los que solo se infecta el lado de la hoja que conecta con
el floema infectado del tallo ¥ que coincide con la posicion de la hoja inoculada en la

planta.
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FIGURA 6. Deteccign inmunocitoguimica de la CP del CarMY en una seccidn transversal de hoja

sistémica de una planta de clavel 3 12 dpi. [A], obsérvese cdma |a reaceian sdlo se localiza en el lado

izquierdo de |a hoja. [B), fotografia de una planta de clavel donde se sefiala la hoja inoculada con un

circulo vy la posicion de |a hoja sistémiea utilizada para este estudio inmunocitoguimica con una linea

roja. [C]), zona lateral fzquierda de la hoja sistémiea donde se observa cOma Iz reaccidn se localiza

preferentemente en los haces secundarios de arden Il (I} y salo |z parte izquierda del haz central (]

presentd sefial de infeccidn. [D], haz de orden |l mostrando infectados el tejido floématico [P), el

parénguima asociadea al tejido wasecular [PA], el parénguima del xilema [Xp] v algunas células del

mesafilo (M]. [E), detalle del haz de orden Il anterior, donde se ohservan a2 mayores aumentos los

tejidos wasculares infectadas. [IL), haja inaculada; [IN), haz de orden [II; [X] xilema. Barra=100 pm. En [E)

barra=10 pm.
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En estadios posteriores {14-17 dpi), se ohservd que la sefial de infeccidn
aumentaba en todos los tejidos infectados de la planta de clavel {Fig. 34, 14 v 17 dpi).
Asi, la respuesta observada en la hoja inoculada no aparece en las impresiones de
tejido como un sélo punto, sino gque la sefial se extendia a otros haces vasculares y a
células del mesdfilo, tal ¥ como se pudo observar tras los analisis de
inmunocitogquimica (Fig. 7A y Bl. De la misma manera, en las hojas sistémicas la
infeccion se extiende a todos los haces vasculares y practicamente a todas las células
del mesofilo v a gran parte de la epidermis de la hoja, como se ohservd en el estudio
inmunocitoquimico de una hoja sistémica a 17 dpi (Fig. 7C y D}. El tallo sigue
manteniendo una asimetria en la sefal de infeccion; a 14 dpi, el virus ain no se
extiende a otros tejidos dentro del tallo, sino gque, como demostraron los resultados de
la inmunocitoguimica, aparecieron mas focos de infeccién a modo de grupos de células
fue afectaban sélo al tejido floematico y al parénguima de la corteza asociado al tejido
vascular, (Fig. 8A-C) ¥ son necesarios mas dias post-inoculacion (17 dpi) para encontrar
tejidos como la epidermis, corteza y médula infectados, aungue manteniendo siempre

su asimetria (Fig. 8Dy EJ.

Se necesitan estadios muy tardios de infeccidon para llegar a conseguir una
infeccion viral como se muestra en “las impresiones de tejido” a 322 dpi, donde todas
las posibles hojas sistémicas estan muy infectadas, asi como los tallos v raices (Fig. 3C).
Esta infeccion se asemejaria a una infeccidon viral natural, donde el tallo ¥ la hoja
presentan una reaccion mas generalizada del virus invadiendo practicamente todos los
tipos celulares de la hoja (epidermis, mesdfilo y haces vasculares) (Fig. 9A-C) y del tallo
{epidermis, corteza, parénguima de la corteza asociado al tejido vascular, floema,
cambium y parénquima del xilema) con la excepcion de los elementos conductores del
xilema (Fig. 9D v E). For tanto, el virus viaja igualmente por floema en la infeccion
natural. En el caso de la infeccion natural hay gue tener en cuenta la posible
participacion de un vector hiolégico (Aphi gossypii) a través de la raiz, que hasta el

momento no ha sido estudiado ¥ que posiblemente descargaria el virus directamente
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en el tejido vascular, acelerando todos los procesos de infeccion y causando por tanto

una infeccion muy elevada v mayoritaria.
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FIGURA F. Deteccign inmunocitequimica de la CP del CarMVY en seccienes transversales de hoja
inaculada a3 14 dpi [A ¥ B] ¥ heja sistémica a 17 dpi [C y D] de plantas de clavel. [A], obsérvese cama en
la hoja inoculada |a sefial de infeccidn aparece sobre el haz central (I) ¥ un haz lateral de arden II {1). [B],
detalle de |la zona infectada de |a micrografia anterior donde se ohserva como la sefal de infeccion
afecta al tefido floematico [P) y al parénguima de |2 hoja asociado al haz vaseular [PA] del haz central (1),
a algunas células del mesafile [M] y al haz de orden Il [ll). [C), obsérvese edmo en |la haja sistémica la
sefial de infeccion afecta a todos los haces vasculares y practicament e a todo el mesafilo y gran parte de
la epidermis [D], un mayor aumento de |3 zona eentral de 2 hoja anterior donde se observa camo la
sefial de infeccian en el haz central (1) afecta al tefido floemdtico [P), al parénguima asociado al tejide
vascular [PA] vy al parénquima del xilema gue rodea los elementos conductares del xilema [X]. (1], haz

de orden III; (E), epidermis;. Barra=100 pm.
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FIGURA 8. Deteccidn inmunocito quimica de la CP del CarMV en secciones transversales del tallo por
encima de la hoja incculada de plantas de clavel a 14 dpi [A-C) v 17 dpi [D v E). [A], obsérvese camo |a
sefial de infeccion sdlo se localiza en la mitad derecha del tallo. [B]), un mayor aumento de la zona
infectada del tallo anterior donde se observa cdmo la sefial de infeccidn aparece a modo de grupos
individuales que afectan al tejido floématico [P). [C], detalle de dos grupos celulares infectados del tallo
anterior gue incluyen al tejido floematico [P), las células del parénguima de |a corteza asociado al tefido
vascular [PA] v algunas eélulas del parénguima del xilema [Xp]. (D), Obsérvese cdmo a pesar de lo
avanzado de |a infeccion |a sefial sdlo se localiza en la parte central superior del tallo. (E), un mayor
aumento de la zona infectada del tallo anteriar donde se pone de manifiesta cdmo la senal de infeccian
es mas homogénea que la del tallo a 14dpi [AC] v afecta a algunas eélulas de la epidermis [E], a la
carteza [C], al parénguima de la corteza asociade al tejido vascular [PA], al tejido floematica (P) v 2

aleunas grupos de c&lulas de la médula [Pi] cercanos al tejido xilematico [X]). Barra=100 pm.
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FIGURA 9. Deteccidn inmunocitogquimica de la CP del CarMV en secciones transversales de hoja [A-C) v
talle [D v E] de plantas de clavel cen infeccidn natural. [A), obsérvese cdma la sefial de infeccidn afecta
a todos las haces vasculares y practicamente a todos los tejidos de |2 hoja. [B), un mayor aumento del
haz central (1] de |a hoja anterior donde se observan infectados el tejido floematica [P), el parénguima
de |2 hoja asociado al haz vascular [PA), el parénguima del xilema que rodea los elementos conductores
del xilema (X], el mesafilo (M] vy la epidermis [E). [C), detalle del tejida floeméatico del recuadro del haz
anterior, donde se ha sefialado una célula dal parénguima flasmatice [PP) na infectada junta a la que se
encuentra un grupe de células infectadas gue se carresponden con elementos conductores de |a savia
[SE] v células acompafiantes [CC). (D), obsérvese como aparece infectada toda la corteza [C) v la
epidermis [E], grupos de células del parénquima de la corteza asociado al sistema vascular [PA]), del
tejido floematico [P] ¥ la médula [Pi). (E), detalle de un grupo de células infectadas del tejido floématico
donde se localizan células del parénquima floeméatica (PP), elementos conductores de 2 savia [SE] y

células acompafiantes [CC). [ea) cambium. Barra=100 pm. En [Cy E) barra=10 pm.
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3.2. Tejidos sumideros

a) Raiz

Todas las plantas infectadas utilizadas en este estudio, tanto las inoculadas con
preparaciones de virus purificado como las gue presentaban una infeccidon natural,
proceden de esquejes y por tanto no desarrollan una raiz central sino raices laterales o
adventicias a partir del tallo subterraneo, mediante un tratamiento hormonal. La
primera sefial de infeccién en raiz aparecié en las impresiones de tejido a 10 dpi
aungue era una sefal muy déhil v muy localizada (Fig. 24, R 10 dpi) que fue
aumentando y extendiéndose con el paso de los dias post-inoculacion (Fig. 2A, R12, 14
¥ 17 dpi}l. El tallo subterraneo de clavel tenia un crecimiento secundario, ya que
secciones transversales mostraban la presencia de felégeno, tejido meristematico
semejante al cambium gue genera una felodermis hacia el interior del tallo donde se
ubica el floema y un suber hacia el exterior del mismo con células lignificadas que se
van desprendiendo (Fig. 10A-C). Ademas, se observaron unas unidades estructurales
concentricas rodeando toda la médula del tallo localizandose entre el xilema
secundario (Fig. 10A, By D). Creemos que estas unidades aparecen como consecuencia
del tratamiento hormonal y parecen contribuir a la formacion de raices adventicias en
la médula, pero no se han realizado estudios celulares suficientes gue puedan
corroborar estas suposiciones. Las raices laterales se forman en la felodermis,
ohservandose acumulos de células en proliferacién en esta capa (Fig. 10A v C). Los
estudios inmunocitoguimicos del tallo subterraneo a 14 dpi demostraron gque el virus
infectaba solo uno o dos grupos de células floematicas junto con algunas celulas de la
felodermis (datos no mostrados). %6lo  cuando realizamos el estudio
inmunocitogquimico a 29 dpi obtuvimos una sefial de infeccién que afectaba a gran
parte de los tejidos del tallo subterraneo (Fig. 10); ohservandose como la mayor parte
del suber de la raiz, que practicamente no presentaha infeccién, se hahia desprendido
guedando algin resto de células unidas al felégeno. La infeccidon se concentrabha en la

felodermis, gque junto con el floema aparecian formando una capa azul que rodeaba
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todo el tallo subterraneo practicamente de manera continua, aungue en ocasiones era
interrumpida por zonas libres de infeccion (Fig. 104, By C). Entre el xilema secundario
v el floema aparece una capa de células pequefias en el cambium (ca en Fig. 10) que no
presentaba infeccidn. Por el contrario, el parénguima, que rodea el xilema secundario,
¥ la médula aparecian completamente infectados por el virus (Fig. 10A v B). También
se ohservaron en la felodermis zonas de proliferacion celular infectadas que son las

gue dan lugar a las raices laterales (Fig. 10C).

Cuando se realizaron secciones transversales de raices laterales ¥ adventicias
con crecimiento secundario procedentes de una infeccion natural tomadas al azar (Fig.
11A v B}, se obhservé como el suber también se iba desprendiendo, apenas presentaba
infeccion y sélo algunos grupos de células aparecian infectadas. Las primeras capas de
células de la felodermis y algunas células del felégeno eran las Unicas células gue
aparecian infectadas rodeando toda la raiz. S4lo en un lateral de la raiz se observd un
grupo de celulas floematicas con intensa reaccion positiva (Fig.114 v B), aungue
tamhien se observaron algunas células infectadas del tejido floematico alrededor de
toda la raiz. En esta misma regidn lateral de la raiz, debajo de este grupo floematico
infectado, también presentaron infeccion un grupo de células del parénguima del
xilema (Fig. 114 y B). Ademas, se analizaron raices laterales o adventicias con
crecimiento primario (Fig. 11C), cuyas secciones transversales mostraron una
epidermis que rodeaba a la corteza y a la endodermis, gque a su vez rodean al cilindro
vascular muy reducido donde se ubicaban el floema vy el xilema rodeados por el
periciclo. En este caso la infeccién se limitd al cilindro vascular, afectando al tejido

floématico v al periciclo y alguna célula de la endodermis (Fig. 11C).
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Figura 10. Deteccidn inmuneocitogquimica de la CP del CarMV en secciones transversales de un talle
subterrdnec de plantas de clavel 3 29 dpi. [A), obsérvese cama parte del suber [§]) se ha desprendido v
apenas aparece infectado. Cerea de la médula [Pi) entre el xilema secundaria [Xz) aparecen numerasas
unidades estructurales concéntricas gque radean todo el tallo subterranes [A]. [B), parte lateral de este
tallo subterraneo donde se abserva cdmo |a felodermis [Phe] junto can el tejido floematico |P) aparecen
infectados formanda una franja azul gue cireunda toda el tallo. [C), detalle del drea recuadrada en [A]
mastrando el tejido flaematica [P] y la felodermis [Phe) infectados, separados del parénguima
xilematico [Xp] gue también esta infectado, par el cambium [ca) en el gue no se detecta infeecian wiral.
Observese una proliferacidn eelular (@) en la zona de la felodermis [Phe] gue dara lugar a una raiz
lateral. [D], detalle de una unidad estructural, dande se ohserva su localizacian entre el xilema

secundario [X;) cercano a la médula. Barra=100 pm.
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FIGURA 11. Deteccign inmunecitoguimica de la CP del CarMV en secciones transversales de raices
laterales y adventicias eon crecimiente secundario (A y B) y primarie [C] de plantas de clavel eon
infeceidn natural. [A], obsérvese cdmao la sefial de infecclan se limitd a las primeras capas de células de
la felodermis [Phe] gque forman una franja azul continua circundando toda |a raiz y a2 dos grupos de
c&lulas en la parte central izquierda de |z raiz. [B), detalle del lado superior izquierdo de |2 raiz anterior
donde se observan infectadas las primeras capas de la feladermis [Phe], algunas células del felageno
{Ph) (la célula que se sefiala con |a flecha no estd infectada) v un peguefio grupo de células del tejido
floematieoa [P), asi como otro grupo de células del parénguima del xilema [Xp) rodeanda a los elementos
conductores del xilema secundario [X;] gue no estan infectados. [C], seccidn transversal de una raiz can
crecimienta primario, donde se ohsenva la epidermis (E] junto con la corteza [C) no infectados y la
endodermis [En] con alguna célula infectada, rodeando el cilindro wascular donde aparecen infectados
todos sus componentes: el periciclo (Pe] ¥ el tefido floematica [P), con |a excepcian de los elementos

conductores del xilema. Barra=100 pm.
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b) Meristemo apical

Con el fin de identificar el meristemo apical ¥ analizar su posible infeccion se
realizaron secciones longitudinales de brotes apicales de plantas de clavel inoculadas v

de plantas gue presentaban una infeccion natural con el CarMV.

En una seccién longitudinal de un brote apical realizada a 23 dpi {Figs. 12 v 13}
se¢ observaba, en la parte central apical del tallo, el meristemo apical con sus dos
primordios foliares y alrededor varias hojas en diferentes estadios de desarrollo,
rodeadas a su vez por hojas verdaderas de mayor tamafio (Figs. 12 y 12A vy B). Tambien
se obhservd un brote lateral del tallo en la parte izquierda con su correspondiente
meristemo y hojas en desarrollo a su alrededor {Figs. 12 v 13C). A su vez, en la parte
derecha se observaba un meristemo lateral que dara lugar a otro hrote lateral del tallo
con sus primordios foliares (Figs. 12 v 13A). En la parte central mas cerca del
meristemo también se ohservaban peguefias yemas axilares que daran lugar a nuevos
hrotes (Figs. 12, 12A v B). El patrén de distribucion del virus en el brote apical de
plantas de clavel es idéntico tanto en plantas inoculadas como en una infeccion
natural. En todos los casos analizados, el virus nunca invade el meristemo apical en
hinguna de sus capas ni los primordios foliares (Fig. 13B). Una situacién similar se
observd en los meristemos de hrotes laterales del tallo (Fig. 12C) v las pequefias yemas
axilares (Fig. 13A v B). En general, la localizacion del virus estaba limitada al tejido
vascular diferenciado del brote apical, de manera gque en el tallo del brote apical solo
aparecen infectados el tejido floematico y alguna célula del parénguima de la corteza
de alrededor y de forma discontinua a lo largo del tallo longitudinal, apareciendo el
resto de tejidos (médula, xiléma, corteza y epidermis) libres de infeccion {Figs. 12 v
12A). Sin embargo, las secciones de tallo por debajo de estos brotes apicales, como se
muestran en las impresiones de tejido a 23 dpi, aparecian mas infectadas conforme
nos alejabamos del brote apical, mostrando una reaccion uniforme por todo el tallo
{Fig. 2C, DSy US 323 dpi). El virus también se localizd sobre todo en el tejido floematico

fque conecta la base de las hojas desarrolladas con el tallo, asi como de manera
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discontinua a lo largo de estas hojas (Figs. 12, 12A ¥ Bl En el brote lateral tamhbién se
pudo ohservar una zona de intensa infeccidn en la hase de éste, localizada sobre el
tejido floematico del sistema wvascular de este pequefio tallo y sobhre las células del
parénguima de la médula vy del mesdfilo de las hojas desarrolladas que conectan en
esta interseccion tallo-hoja donde en estadios mas tardios del desarrollo se conectan
los tejid os vasculares de la hoja con el tallo {Fig. 12C y D). En los analisis de plantas con
infeccion natural excepcionalmente se encontrd un brote apical gque presentaba un
grupo de células infectadas en el centro de la médula del tallo por dehajo del
meristemo apical gque estaban relativamente cerca del mismo (Fig. 144 v B). Este
mismo brote apical presentaba otro grupo de células infectadas gque aparecian en la
hase de una hoja en desarrollo del segundo par de hojas gque rodean el meristemo
apical, que corresponde a una zona de conexién del sistema vascular del tallo y la hoja
{Fig. 14A v B). Este grupo de células estaba alin mas cerca del meristemo, pero adn asi
en ningun caso se encontrd sefial de infeccion en el meristemo apical. Ademas, los
resultados obtenidos con las técnicas de inmunocitogquimica e hibridacion in situ
fueron coincidentes ¥ por tanto la proteina de cubierta v el RNA viral colocalizan
también en la zona del alrededor del meristemo apical de plantas de clavel inoculadas
{Fig. 15A v B) ¥ en meristemos de hrotes laterales de plantas con infecciéon natural (Fig.

15C y D).

Se demuestra asi que en estas hojas que se van desplegando, en las que sus
haces vasculares mantienen continuidad con la red vascular del tallo proporcionan una
via de entrada del virus. Se ha obhservado que esta via de entrada del virus ocurre a
partir del segundo par de hojas en desarrollo alrededor del meristemo apical (Figs. 14D
v 15A). Una vez gque el virus entra en el sistema vascular en desarrollo de la hoja
infectando el protofloema, sale de éste e infecta las células del parénguima en

desarrollo v laprotodermis (Fig. 14C y D).

En todos los brotes analizados las hojas verdaderas gue envuelven el

meristemo apical y todo el brote apical rodeando el tallo aparecian muy infectadas



{Fig. 14A), va que se trata de hojas jovenes gue estan actuando como fuertes

sumideros en el flujo del fotoasimilado.

FIGURA 12 Deteccign inmuneocitoguimica de la CP del CarMV en una seccicn longitudinal del krote
apical de una planta de clavel 3 33 dpi. Observése el meristemo apical [sam] en la parte central y
superior del brote apical, un meristemao lateral [m] en el lado derecho y un brate lateral con su
meristemo [m) en el lateral izquierdo. Todos los meristemos aparecen libres de infeccidn y la sefial se
limitd al tejida floematica [P) del brote apical, a un grupo de células en la base del brote lateral y a la
hoja ya desarrollada junto a éste. [am], yema axilar; [C], corteza; [Pi], méduls; [X], x/lema; Barra=100

um.
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FIGURA 13. Deteccion inmuneocitoguimica de la CP del CarMV en una seccign lengitudinal del brote
apical de una planta de cdavel a 33 dpi. [A), un detalle de |a zona central del hrote apical de la figura
anterior mostrando el meristemo apical [sam). En su lado izquierdo se localiza una peqguefia yema axilar
[am] v en su lade derecho otro meristemo lateral [m]). La infeecian se [imitd al tejido floematico de las
hojas [P] y del tallo [P]) del brote apical, sabre toda en |as zonas de conexion del tejida vascular de las
hojas con el tallo [=). [B), detalle del meristemo apical anterior [sam) y sus primordios foliares [LP), asi
camo de una peguena yema axilar [am) en |a parte izquierda. La infeccian se limita al tejido floemdtico
gue conecta las hojas en desarrollo con el tallo (=] v al flaema [P) de estas hajas. [C], brote lateral con
su meristemao [m) del lado izquierdo del brote apical de la figura 12, |a sefial se limitd a grupos de células
en |la base del brote lateral en |as zonas de insercian de las hajas con el tallo [=#] v a la epidermis (E),
mesafilo [M] ¥ tejido vascular de |3 hoja desarrollada gue emwelve el brote apical. Tamhién se observa
sefial en el floema de |as hojas en desarrollo gque envuelven el meristema [P]. [D), detalle del grupo de
células infectadas en la base del brote de I3 micrografia anterior, donde se observan infectadas células
del tejido floematico [P] y células de |a médula [Pi), asi como células del mesafilo (M] de |la hoja gue

conecta con el tallo del brote lateral. Barra=100 pm.
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FIGURA 14. Deteccign inmunocitoguimica de la CP del CarMV en una seccidn lengitudinal del brote
apical de una planta con infeccidn natural. [A], obsérvese el meristemo apical (sam] en la parte central
y superior rodeads de hojas en diferentes estadios de desarrollo. Las hojas verdaderas gue rodean el
hrote apical aparecen muy infectadas en el floema [P) y mesafilo [M). También una hoja en desarrollo
de un brote lateral en la parte derecha del hrote apical aparece muy infectada. En la médula [Pi] del
hrote apical, aparece un grupo de células infectadas relativamente cerca del meristemo apical, asi como
en la zona de interseccion del tejido floemitica del tallo can el de una haja en desarrallo [=#]. [B),
detalle de |a zona del meristemao apical (sam], donde se observa este grupo de células de la médula [Pi]
infectadas relativamente cerca del meristemo y ain mas cerca del mismo, un pequeno grupo de células
que aparecen infectadas en |a zona de interseceidn del tejido floematica del tallo con el de |3 haja en
desarrollo (=], hoja gque pertenece al segunda par de hojas en desarrollo que rodean el meristema
apical. [C]), detalle de la hoja en desarrollo del hrote lateral derecho de [A), donde se ohserva la
praotodermis [E], el parénguima en desarrollo [Lp] ¥ el protofloema [P] muy infectados. [D), seecian
transversal serfada del brote |ateral derecho de [A) doande se muestra el meristemo [m), observandose
unz hoja en desarrollo infectada gue pertenece al segundo par de hojas que radea este meristemo
lateral v también apareee Infectado un pequefio grupo de células en la interseceidn de esta hoja con el

tejido flaematico del tallo (™). Barra=100 pm.
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FIGURA 15. Deteccién del RNA [A y C] vy la CP [B y D] del CarMVY per hibridacién in silu e
inmunecitoguimica respectivamente, en una seccidn longitudinal de un meristemo apical [A y B] y de
un meristeme lateral [C ¥ D] de una planta de clavel infectada. [A y B), secciones longitudinales
seriadas del meristemo apical (sam) de una planta de clavel a 33 dpi. La sefial se localizd sdlo en el tefido
floématien [P] de las hojas en desarrollo y en las zonas de interseccion del téjido floematico de las hojas
can el del tallo [=#]. Las cahezas de flecha [A] sefialan |3 colocalizacian del RNA y la CP. [C ¥ D) secciones
longitudinales seriadas del meristemo lateral [m]) de una planta de clavel con infeceidn natural. Este
meristemo presenta una hoja en desarrollo {segundo par de hojas en desarrollo que rodea el
meristemo] cuyo protofloema [P) estd infectado y tamhbién junto al meristemo aparece una hoja
verdadera que se continua con el tallo muy infectada con sefial en la epidermis [E), en el mesafilo (M]y
en el tejido floématico [P) gue conecta con el del tallo. Las cabezas de flecha [A] sefialan la

colocalizacion del RNA y [a CP. [am), yema axilar; [Pi]), médula. Barra=100 pm.
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4. DISCUSION

La aplicacion de la técnica de hibridacion “tissue-printing” o impresiones de
tejido nos proporciond una imagen macroscopica de la acumulacion del CarMY v una
primera aproximacion al patrén de invasion del virus en plantas de clavel. La posterior
aplicacion de las técnhicas de inmunocitogquimica e hibridadién in situ sobre muestras
de clavel incluidas en parafina, nos permitieron conocer a nivel celular las rutas que el

CarMV sigue en su invasion a las partes distales de la planta.

Como la mayoria de los virus el CarMV se mueve por el sistema vascular junto
al flujo del fotoasimilado via floema. El andlisis de las impresiones de tejido puso de
manifiesto que el minimo tiempo requerido para que ocurriera una infeccion sistémica
a partir de la inoculaciéon en una tnica hoja de clavel es entre 5 ¥ 7 dpi (Fig. 3A, IL 7
dpil. Este periodo es variable segin el virus v el huésped. Asi se ha descrito que en
plantas de tabaco, el Virus del enrollado de fa hojo def cerezo (CLRY) tarda 2 dias en
salir de la hoja inoculada {Mas v Pallas, 1996), mientras que el Virus def mosaico de fa
cofiffor (CaMV) tarda 5 dias en nabo (Leisner y col, 1992) y de 14 a 18 dias en
Arabidopsis (Leisner y col,, 1993); v entre 2 v 4 dpi el Geminivirus def mosagico

enanizante de fa judia (BDMVY) en Phasecfus vufgaris (Sudarshana y col., 1998).

El analisis inmunocitoquimico de secciones transversales de la hoja inoculada a
12 dpi puso de manifiesto una acumulacién predominante del virus en el floema del
haz central de mayor tamafio (Vena de orden I} {Fig. 4]. Ello puede explicarse por tres
situaciones distintas: i} el virus entrd en la vena principal como resultado del proceso
de inoculacién; i) el virus ha accedido a la vena principal mediante movimiento célula
a célula a partir de las células de mesofilo infectadas v iii) el virus accede primero a
venas menores y de éstas a la vena principal. Esta udltima posibilidad es menos
probable dado que las hojas de clavel presentan una venacion paralela y las

conexiones entre las venas solo se dan preferencialmente en el extremo de la hoja.



Muestros resultados parecen sugerir que la vena principal puede ser directamente
invadida por el CarMV desde células no vasculares y permitir una acumulacion del virus
dependiente del floema, aungue no se puede descartar la via clasica de entrada a
través de venas menores. Dichos resultados son consistentes con los recientemente
obtenidos por Cheng y col. (2000) en el sistema Virus del mosaico del tabaco [TMV]-M.
benthamiana quienes han demostrado por primera vez la equivalencia funcional de los
distintos tipos de vena en una hoja fuente para la carga floematica. Otros estudios
previos habian puesto de manifiesto que dicha carga floematica se producia
esencialmente en las venas menores (e Leisner vy col.,, 1992; Schaad y Carrington,

1996; Ding vy col., 1998; Santa-Cruz y col., 1998; Wang vy col., 1998].

Una vez gue el CarMV sale de la hoja inoculada sigue simultaneamente dos
direcciones en el tallo: una ascendente hacia el brote apical ¥ otra descendente hacia
la raiz (Fig. 5], que son los dos tejidos sumideros gque mas influyen en la translocacion
del flujo del fotoasimilado, tal ¥ como se habia descrito para el Virus def estriado del
maiz (MSV) en maiz (Lucy v col., 1996). En el caso del BDMV en Fhaseolus vidgaris v
Micotiona benthamiana se ha demostrado gque el brote apical actia como un sumidero
mas fuerte que la raiz, siendo ésta raramente infectada {Wang y col.,, 1996). Sin
embargo, en la mayoria de los trabajos gque estudian la distribucién de virus sistémicos
por toda la planta, describen que una vez que el virus sale de la hoja inoculada junto al
floema entra en el sistema vascular del tallo v se dirige hacia la raiz donde se acumula
antes de invadir las hojas jovenes superiores {Samuel, 1934; Leisner y col., 1992; Mas v
Pallas, 1996; Andrianifahanana y col., 1997). En el caso del CarMV la raiz presenta
infeccion en estadios muy tempranos (10 dpi) (Fig. 24, R 10 dpi) pero se necesitan
hastantes dias post-inoculacion (29 dpi) para que se acumule de manera significativa v
antes de gque eso ocurra las hojas sistémicas ya estan muy infectadas (Fig. 2A, 2ULa 12,
14 y 17 dpi). Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Covey y col,,
{1990} en el sistema CarMV/plantas de nabo en donde pusieron de manifiesto que la
replicacién del virus en las raices cesa aparentemente antes gue en las hojas. La sefial

en la raiz con crecimiento primario fue localizada en el tejido floématico, en células del
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periciclo ¥ en la endodermis (Fig. 11C) tal ¥ como también se ha descrito para el MSV

en maiz (Lucy vy col., 1996]).

En cuanto a la descarga del CarMY en hojas sistémicas si se observd que ésta
era llevada a cabo por los haces laterales o secundarios (venas de orden 1l) {Fig. 6).
Estos resultados son semejantes a los descritos en plantas de Nicotiona benthamiona
infectadas con el Virus X de fg patatg (PVX), donde se habhia demostrado que la
descarga del virus ocurria a través de las venas de dase lll {venas mayores) y no a
través de las venas menores [clase IV y V) (Roberts y col, 1997). Puesto gue la
anatomia de la hoja de cavel es muy diferente a estas especies estudiadas, no se
corresponden con el orden de la vena exactamente, pero se trata de una vena de

orden intermedio en ambos casos.

Una respuesta general en la distribucion del CarMV en tallo y hojas sistémicas
en estadios tempranos ha sido la asimetria mostrada en la infeccion. Asi, se observo
gue en el tallo sélo aparecia la sefial de infeccion en el lado de insercion de la hoja
inoculada e igualmente ocurria con las hojas sistémicas en relacién a su posicion con
respecto a la hoja inoculada. La influencia de la filotaxis entre la hoja inoculada v las
hojas sistémicas en el movimiento del virus, hahia sido descrita anteriormente en
varios estudios de virus sistémicos (Leisner y col., 1992; Leisner ¥ Turgeon, 1993; Masy

Fallas, 1996; Andrianifahanana y col.,, 1997).

En los ltimos afios se ha puesto claramente de manifiesto que el movimiento
del fotoasimilado y del virus estan dirigidos preferentemente desde una hoja o tejido
maduro {fuente)] hacia el tejido joven (sumidero) mas cercano, que esta creciendo
activamente y al que esta directamente conectado por el sistema vascular {Leisner y
Turgeon, 1992). Por lo tanto, el estado de desarrollo de la planta condiciona la
distribucion final del CarMY. En la interaccion Car MV /clavel hemos observado que las
hojas gque se localizan por debajo de la hoja inoculada y la hoja paralela a ésta, no son

infectadas por el CarMV (Fig. 2A, -2 v —1UL vy PL 12, 14 v 17 dpi}, ya gque se trata de



hojas maduras que han dejado de ser sumidero para pasar a ser fuente. Estos
resultados son consistentes con los previamente obtenidos en nuestro laboratorio con
el sistemma CLRV/tabaco, en el que se demostré que una hoja inoculada al 95% de su
estado de desarrollo era capaz de acumular virus pero no de permitir un movimiento
sistémico, mientras gue una hoja al 100% de madurez no era capaz de permitir
acumulacién de virus {Mas y Pallas, 19956]). Ello no excluye que las hojas maduras no
puedan ser infectadas por una via distinta al floema tal como un movimiento célula a
celula desde el tallo (Maule y col., 1989). Asi, en estados muy avanzados de infeccion,
como se muestra en la infecddn natural del CarMV en plantas de clavel (Fig. 9], el virus
puede extenderse a toda la planta por un movimiento celula a célula indusive a
aquellos 6rganos gque no son sumideros en ese momento, siempre gue se den las

conexiones simplasticas necesarias.

Los estudios inmunocitoquimicos y de hibridacion in sity del meristemo apical
pusieron claramente de manifiesto gque en todos los casos analizados, tanto de
infeccion natural como de plantas inoculadas, el meristemo apical aparecia libre de
infeccion y por tanto el CarMV era incapaz de invadirlo (Figs. 12-15). Esta situacion es
hastante general v ha sido descrita en distintas combinaciones virusfhuésped tales
como lainteraccion TMVY o BDMVY en M. benthamiana (Waneg y col., 1996; Cheng v col.,
2000}, M5V en Zea mays (Lucy y col., 1996}, BDMVY en Phasectus vulgaris (Sudarshana v
col.,, 1998) y el Vircide del tubércuio fusiforme de lg patata (PSTVd) en M. benthamiona
{Zhu y col.,, 2001). Sélo en el caso del TCW y utilizando plantas transgénicas que
expresan su CF e inoculando dichas plantas con un clon infeccioso en el que la CF se
reemplazé por la GFP, se observé la expresion de la proteina fluorescente en el
meristemo (Cohen y col., 2000a) proponiéndose la acumulacion del virus en el mismo.
Estos resultados son completamente diferentes a los obtenidos por nosotros con el
sisterna CarM¥/clavel. Aungue la distribucion final de un virus puede variar en funcidn
del huésped al que infecta, creemos que nuestros resultados son mas fiables dado que
hemos utilizado una metodologia mas directa gque la utilizada por Coheny col. (2000a).

En este ultimo caso, se detecta la expresion de la GFF en tejido meristematico y se ha
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demostrado recientemente que dicha proteina es capaz de moverse célula a célula
mediante un transporte simplastico post-floematico e invadir tejidos sumideros {Imlau
¥y col., 1999). Solo en el caso de varios nepovirus en distintos huéspedes parece
haberse argumentado con cierta consistencia la invasion del meristemo apical {Walkey
¥ Webhb, 1968). En estos casos se ha justificado en funcién a la tasa de movimiento
célula a célula de estos virus, ya que probablemente es mas rapida que el crecimiento
del apice lejos de la infeccion, debido a que estas infecciones virales son muy agresivas

{Maule, 1999).

Una de las razones por las gque se cree gue el virus no puede llegar al
meristemo apical es por la ausencia de vasculatura en éste, por lo que el virus no
puede llegar via floema. Al igual que se ha descrito para el M5V en maiz (Lucy vy col.,
1996) ¥ el BDMVY en P. vulgaris v N. benthamiana (Wang v col., 1995}, el CarMV se
acumula en el floema del brote apical (Figs. 12, 12A vy By 14A v B ), pero dicha
vasculatura esta algo alejada del meristemo apical. Sin embargo, si es capaz de infectar
las hojas que se van formando alrededor del meristemo, en el momento gue estas
hojas desarrollan una vasculatura {protofloema) conectan con la vasculatura del tallo v
el virus pasa a través de ella infectandolas (Fig. 14C y D). En el caso del M%Y se habia
descrito que el virus penetraba en las hojas en desarrollo a partir del guinto
plastocrono separado del meristemo {Lucy v col.,, 1996). Fara el CarMV es prohable
gue el virus penetre en las hojas en desarrollo a partir del segundo o tercer par de

hojas separadas del meristemo.

En sblo una ocasién, en infeccién natural, hemos encontrado al CarMV
invadiendo un grupo de células de la médula del brote apical que se encontraba cerca
del meristemo apical (Fig. 14A v B). A pesar de ello el CarMVY no fue capaz de llegar por
movimiento célula a célula al meristemo. La mayoria de los autores argumentan que la
alta tasa de division de las células de alrededor del meristemo impide que el virus
pueda replicarse con eficiencia (Lucy v col., 1996; Cohen v col., 2000a; Dolenc vy col.,

2000); sin embargo, otros autores apoyan la idea de la existencia de algun factor
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endégeno del apice gque evita la invasion viral del meristemo desde el protofloema

{Sudarshana y col., 1998},

Muestro estudio de la distribucion espacio-temporal del CarMV en clavel nos da
una idea bastante precisa de como ocurre la infeccién en estas plantas tanto en
condiciones naturales como de inoculacién. Las células y tejidos infectados han sido
identificados, asi como la influencia de la filotaxis en esta interaccion CarMV-clavel v la
distribucidon en tejidos sumideros, si bien ain guedan por investigar aspectos tales
como la distribucion en el meristemo de la raiz, asi como la influencia de las

condiciones de crecimiento de la planta en esta interaccion.
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Capitulo Il

Influencia de las Condiciones de Crecimiento de Plantas de
Chenopodium quinoa en las Rutas de Translocacion e Infeccidn

Sistérica del Virus de! moteado del clavel.



1. INTRODUCCION

La infeccion sistémica por parte de un virus (vegetal] depende tanto de su
capacidad para replicarse en las células inicialmente infectadas, como de su
movimiento a las células adyacentes a través de plasmodesmos (movimiento célula a
celula) v de su movimiento a larga distancia a través del sistema vascular para alcanzar
las partes distales de la planta {lucas y Gilbertson, 1994; Carrington y col., 1996).
Aungue se han realizado importantes avances durante los ultimos diez afios en el
conocimiento de los mecanismos que utiliza el virus para invadir érganos vy tejidos de la
planta, los factores ambientales y del huésped gque modulan estos procesos han sido
menos estudiados. En la actualidad, numerosas evidencias sugieren gue el virus utiliza
una ruta de translocacion endoégena preexistente en la planta para invadirla
sistémicamente (Lucas y Wolf, 1299). El movimiento viral a corta vy a larga distancia
esta modulado por los mecanismos de regulaciéon del desarrollo del huésped v los
factores ambientales, tal y como va ha sido demostrado en diferentes combinaciones
virus-huésped (Hull, 1989; Leisner y col., 1993; Mas vy Fallas, 1996; Wang vy col., 1996;
Andrianifahanana y col,, 1997; Ding v col., 1999). Las condiciones ambientales antes de
la inoculacion, en el momento de la inoculacion y durante el curso de la infeccion
tienen grandes efectos sobhre el desarrollo de la infeccion [Matthews, 1991). La
transmisidn del virus, su replicacién y su translocaciéon dentro de la planta, asi como la
susceptibilidad del huésped v la sintomatologia, estan afectados por la luz, la

temperatura y los aportes de agua, entre otros factores (Matthews, 1991]).

La capacidad de movimiento de un virus determinado se considera un factor
clave en la amplitud de la gama de huéspedes (Taliansky y col., 1982}, mientras que su
limitacion suele ser el resultado de un mecanismo de resistencia comiin en un gran
namero de especies vegetales (Atabekov v Dorokhov, 1984). Las investigaciones mas
recientes se han centrado en los mecanismos utilizados por el virus para entrar v salir

del sistema vascular (Cheng y col., 2000), asi como en la identificacion de los factores
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virales v del huésped implicados en estos procesos (revisidnes de Gilbertson y Lucas,
1996 y Oparka y Santa Cruz, 2000). Ademas, otro punto de interés importante ha sido
la identificacion de dominios celulares en los que tales mecanismos parecen ser
controlados (revision de Nelson y van Bel, 1998). Los dominios identificados son los
siguientes: células del mesofilo (MC)/células de la vaina (BS), B%/parénguima
floematico (PF) y células acompafantes (CC)/ elementos conductores de la savia (SE).
En este sentido, se ha demostrado gue la interfase entre el floema vy las células de la
vaina constituye la frontera gue restringe el movimiento sistémico del Virus def
moteddo clordtico de la caritfa (CCMV) en variedades de soja resistentes (Goodrick ¥
col., 1991]), impide el movimiento sistemico del Virus de fa aspermia def tomate (TAV)
en plantas de pepino (Thompson y Garcia-Arenal, 1998 ) y restringe el movimiento del
Virus del mosagico del peping (CMVY) en plantas transgénicas de tabaco que
presentaban una resistencia mediada por el gen de la replicasa 2a (Wintermantel vy
col., 1997). Ademas, se ha demostrado gque las células acompafiantes y las células del
parengquima floematico de venas menores de hojas inoculadas maduras de Micotianag
tabacum constituyen la frontera celular que explica un descenso en la acumulacion
sistémica de la estirpe suave del Virus del mosaico del tobaco (TMV) frente a la estirpe
severa (U1} (X.5. Ding vy col., 1995). Por el contrario, para el Virus def grobado del
tobaco (TEV) (Shaad y Carrington, 1996} yv el CMVY (Dufour y col., 1989) se ha
demostrado que la supresion del movimiento a larga distancia en huéspedes no

susceptibles ocurre después de la entrada en floema.

El Virus del moteado del clovel (CarMV] es el miembro tipo del género
Cormovirus dentro de la familia Tombusviridae de virus de plantas. Es un virus
icosaédrico de 30 nm de diametro, que posee un genoma monopartito de RNA de
simple cadena de sentido positivo de aproximadamente 4Kh. El analisis de su genoma
revela la presencia de cinco marcos de lectura abierta (ORFs) (“open reading frames”).
El ORF mas cercano al extremo 5 [p27) v su producto de lectura a través (“read
through”) [p86), se cree que son esenciales para la replicacion del genoma, por

homologia con el Carmovirus def arrugamiento def nabo [TCV) (White v col., 1995). El
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ORF mas proximo al extremo 2" codifica para la CP de 38-kDa (Morris ¥ Carrington
1988; Russo v col., 1994). Los dos ORFs internos solapantes (p7 v p9) se supone, tal v
como se ha demostrado para el TCV {Hacker v col., 1992; L vy col.,, 1998], que se
reguieren para el movimiento célula a célula. La p7 tiene la capacidad de unirse al RNA
{Marcos v col.,, 1999) a través de un dominio basico (Vilar ¥ col,, 2001} que esta
altamente conservado entre aislados del CarMV de distinto origen geografico

{Cafiizares y col., 2001).

La respuesta general de Chenopodium guinog frente a la infeccion de muchos
virus es la aparicion de lesiones locales clorédticas en las hojas. Elegimos la combinacion
Chenopodium guinoa-CarMV como un modelo para investigar los factores ambientales
v las harreras celulares o de tejidos que pueden mediar la infeccién viral sistémica. En
este trabajo se demuestra gque la invasion sistémica de Chenopodium quinoa por el
CarMV es dependiente de las condiciones de crecimiento de las plantas. Asi, en camara
de cultivo, el CarMV guedd limitado a la hoja inoculada, mientras que en las
condiciones mas extremas de un invernadero el virus invadio sistémicamente las
plantas. En ambas condiciones de crecimiento, los niveles de acumulacion del RNA
viral ¥ la proteina de movimiento (p7) fueron similares en las hojas inoculadas. Las
posibles barreras celulares que podrian explicar este diferente comportamiento fueron

analizad as por inmunocitoquimica e hibridacion in situ,

2. MATERIALY METODOS

2.1. Material vegetal, condiciones de crecimiento e inoculacién

Las semillas de Chenopodium guinog fueron germinadas en una camara de
cultivo con un ciclo de luz de 16 h, temperaturas durante el dia ¥ la noche de 259C vy
182C, una humedad relativa durante el diay lanoche de 70% v B0%, respectivamente y

. . .r -2 -1 .
con una irradiacion de 210 pmol fotones m™ s . El semillero fue transplantado a
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macetas transcurrida una semana y se mantuvieron en la camara de cultivo hasta gque
las plantas alcanzaron el estadio de seis hojas. En este estadio las plantas fueron
inoculadas con el aislado “Dixie” del Virus del moteado del clave! [CarMV-Dix)
{Sanchez-Mavarro y col., 1996; Cafiizares vy col., 2001). La obtenciéon, propagacion vy
purificacion del aislado se realizd tal ¥ como se describe en el apartado 2.1 del capitulo
l. Las inoculaciones se realizaron con 20 pg/ml de virién purificado en tampoén fosfato
potasico 20 mM (pH 7.0} y utilizando carborundum como agente abrasivo para dafar
la superficie de la hoja. Se inocularon dos hojas por planta, la tercera y cuarta hoja
verdadera; tras la aplicacion del inoculo, las hojas se lavaron suavemente con agua. Los
controles de plantas sanas fueron inoculados de forma similar, pero sélo con la
solucién tampén. Después de la inoculacién, las plantas se repartieron en dos grupos,
uno de ellos se mantuvo en la camara de cultivo en las condiciones descritas
anteriormente y el otro grupo se transfirid a un invernadero, cuyas temperaturas
durante el dia y la noche fueron de 35-409C y 12-152C, respectivamente y una

irradiacion variahle entre 200-600 pmol fotones m?s.

2.2. Hibridacién Dot-blot

Se tomaron muestras de hoja inoculada y su peciolo, de hoja sistémica vy su
peciolo v de tallo de plantas sanas e infectadas de Chenopodium quinoa, crecidas tanto
en camara cultivo como en invernadero, a 7 y 14 dias post-inoculacién {dpi). Estas
muestras fueron procesadas para la obtenciéon de sus acidos nudeicos totales tal y
como se describe en el apartado 2.2.1. del capitulo Il Los extractos de RMA obtenidos
se desnaturalizaron calentando a 602C durante 15 min una mezcla compuestapor 5 pl
del extracto, 2 pl del tampon 20x 55C v 2 pl de formaldehido (White y Bancroft, 1982) v
se aplicaron 5 pl de tres diluciones (1/5) seriadas sobre una membrana de nylon
cagada positivamente [(Boehringer Mannheim], que se dejé secar a temperatura
ambiente durante 5 min para después fijar los RNAs mediante tratamiento con luz
ultravioleta durante 2 min utilizando un transiluminador (Vilber Lourmat).

Fosteriormente esta membrana se hibridd con una sonda de RNA marcada con
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digoxigenina correspondiente al extremo 2'del RNA gendémico del CarMV {clon pCarM
Ec3, Marcos v col., 1999), cuya sintesis se describe en el apartado 2.4.2. del capitulo 1.
La hibridacion molecular de la membrana, su deteccion inmunologica y su revelado
guimioluminiscente se realizd tal v como se describe en Pallas y col. {1998) y en el

apartado 2 4.2 del capitulo 1.

2.3. Analisis tipo Western de proteinas.

Las mismas muestras tomadas para la hibridacién dot-blot fueron utilizadas
para el analisis tipo western, con excepcidon de los peciolos. Estas muestras se
analizaron por S0D5-PAGE y “Western hlotting” tal y como se describe en el apartado
2.2 del capitulo I. Como anticuerpo primario se utilizd el anticuerpo de la p7 del CarMV
{Marcos y col.,, 1999). En cuanto a los controles para comprohar la especificidad de
este anticuerpo, se utilizé la proteina p7 purificada (Marcos y col., 1999) como control
positivo y como control negativo se utilizaron extractos de proteinas totales de planta

sana.

2.4. Inmunocitoquimica

Se tomaron muestras de hoja, peciolo y tallo de plantas sanas e infectadas de
Chenopodium guinoa, crecidas tanto en camara cultivo como en invernadero a
diferentes dias post-inoculacion {dpi), para ser fijadas e incluidas en parafina tal v
como se describe en el apartado 2.5.1 del capitulo | Se obtuvieron secciones de 8-10
pm de los blogues de parafina con un microtomo rotatorio Reichert-lung 2030, gue
fueron adheridas a portachjetos, previamente recubiertos con un adhesivo (TESPA, 2-
amino-propil-trietoxi-silano}] (Sigma), por calentamiento a 409C sohre una placa
calefactora. Estas secciones fueron procesadas e incubadas con el anticuerpo contra
viriones del CarMV (amablemente proporcionado por los Drs LA, Dards y R. Flores,
IEMCF, Valencia) tal ¥ como se describe en el apartado 2.4 del capitulo Il. Para

comprobar la especificidad de la reacciéon inmunocitogquimica se llevaron a cabo
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controles con muestras de planta sana ¥y muestras infectadas que no eran incubadas
con el anticuerpo primario o secundario. La reaccion inmunocitoguimica resultante fue
examinada y fotografiada en un microscopio optico DMRE LEITZ {Leica microsistemas

S.A., Barcelona). La pelicula fotografica utilizada fue de 100 asa de la marca Kodak.

2.5. Hibridacian in situ

Las mismas muestras utilizadas para la inmunocitoquimica fueron utilizadas
para la hibridacién in sity mediante secciones seriadas adheridas a portaochjetos. Estas
secciones fueron pretratadas antes de la hibridacion e hibridadas tal ¥y como se
describe en el apartado 2.5.2 del capitulo I. Se utilizé como sonda el RMA marcado con
digoxigenina correspondiente al extremo 3'del RNA gendémico del CarMV (clon pCari
Ec3, Marcos v col., 1999), cuya sintesis se describe en el apartado 2.3.2. del capitulo 11
Se realizaron varios controles para comprobar la especificidad de la sonda, con
muestras de planta sana y muestras infectadas que no eran incubadas con la sonda. La
reaccion resultante fue examinada y fotografiada en un microscopio optico DMRE
LEITZ {Leica microsistemas 5.A., Barcelona, Espafa). La pelicula fotografica utilizada fue

de 100 asa de lamarca Kodak.

2.6. Estudic al Microscopio Electrénico

La identificacion de los tipos celulares que aparecian en las venas principales y
secundarias de las hojas infectadas de Chenopodium quinog fue realizada mediante un
estudio al microscopio electrdnico. Asi, se tomaron muestras de hoja, que contenian
estas venas v se fijaron con el mismo fijador (karnovsky, 1965) descrito en el apartado
2.5.1 del capitulo |, formado por una mezcda de p-formaldehido al 4% v glutaraldehido
al 2.5% en tampon fosfato 0.1 M (pH 7.2) durante 4 horas a 42C, al igual que se ha
descrito para las muestras incluidas en parafina. A continuacion, los restos de fijador se
eliminaron realizando 2 lavados de 15 min cada uno en tampoén fosfato 0.1 M pH 7.2,

FPosteriormente, las muestras fueron postfijadas en tetréoxido de osmio al 1% en el
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mismo tampon fosfato durante 2h a 42C vy se repitieron los lavados anteriores,
manteniéndose las muestras en el tampodn fosfato 0.1 M pH 7.2 a 42C hasta su
inclusion en resina. Fara la indusion, las muestras se deshidrataron en una serie
progresiva de etanol (20%, 50%, 70%, 90%, 100%) v la inclusién se realizé afadiendo
secuencialmente, oxido de propileno, dos cambios de 20 min cada uno, 6xido de
propileno-Spurr (1) durante al menos 1h vy finalmente Spurr durante 24 h. Las
capsulas se solidificaron a 702C durante un minimo de 16h (Spurr, 1969). Para
seleccionar las muestras al microscopio optico (DMRE LEITZ, Leica microsistemas S A.,
Barcelona) se realizaron cortes semifinos {1-2pum) en un microtomo Eeichert ultracut 3
{Leica microsistemas 5. A., Barcelona), gque fueron tefiidos con azul de toluidina durante
2 min. Para la visualizacién al microscopio electrénico (Philips Tecnai] se realizaron
cortes ultrafinos gque fueron montados en rejillas de cobre que se contrastaron con
acetato de uranilo al 5% (20 min} v citrato de plomo (2 min). El estudio al microscopio

electrénico se realizd en el Servicio de Microscopia de la Universidad de Murcia (SACE).
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3. RESULTADGS

3.1. Niveles de acumulacién del RNA y de la proteina de

movimiento (p7) del CarmV.

LESIONES LOCALES INVASION SISTEMICA

CAMARA DE CULTIVO INVERNADERO
25 °C dia 35-40 °C dia
18 °C noche 12-15 *C noche
16/8 Fotoperiodo Ciclo solar

FIGURA 1. Esquems de las condicienes de crecimiente y tipo de respuesta de las plantas de C. guinog

inoculadas con CarhV.

Ohservaciones visuales previas mostraron gue el desarrollo de la infeccion y
manifestacion de los sintomas de las plantas de C. quinog inoculadas con el CarMV
eran dependientes de las condiciones de crecimiento, como ha sido descrito en otras
interacciones virus-huésped (Matthews, 1991). En las condiciones de camara de cultivo
{Fig. 1}, las plantas de C. quinog infectadas con el CarMV mostraron lesiones clordticas
s0lo en las hojas inoculadas, mientras que las plantas crecidas en el invernadero, con

temperaturas altas durante el dia v hajas durante la noche, mostraron una infeccidn
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sistémica apareciendo las lesiones cdordticas en las hojas inoculadas y en las hojas

sistémicas.
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FIGURA 2. Andlisis comparade de los niveles de acumulacién de RNA del CarMVY en plantas de
Chenopodium guinog erecidas en condiciones de edmara de cultive [A) v en invernaders [B) a 7 y 14
dpi mediante hikridacién tipe Dot-blot. Diluciones seriadas 1/5 de extractos de dc/dos nucleicos totales
se aplicaron sobre una membrana de nylon gue fue hibridada con una sonda de RNA marcada con
digoxigenina correspondiente al extremo 37 del RNA gendmico del CarMy (clon pCarM Ec3). La
membrana se reveld utilizanda el sustrate guimioluminiseente CSPD y |a pelicula fue expuesta durante
10 min. M, hoja inoculada con tampdn. I, haja inoculada. S, tallo. U, hoja no inoculada. L, hoja. P,

peciolo.

Los experimentos de hibridacién dot-blot (Fig. 2) confirmaron estas
observaciones preliminares y demostraron gque a 7 dpi el RNA viral sélo se detectaba
en las hojas inoculadas de plantas de Chenopodium crecidas en camara de cultivo (Fig.

2A, 1. En estados muy tardios de la infeccion {14 dpi) el virus fue detectado
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tambhién en los peciolos de las hojas inoculadas (Fig. 2A, IPF), ¥ de forma excepcional
con una sefial muy déhil en el tallo (Fig. 24, 5). Esta déhil sefial mostrada en el tallo en
estados muy avanzados de la infeccidon podria ser debida a un movimiento célula a
célula mas gue a un transporte vascular. Ademas, en estas condiciones de crecimiento
el virus no se detectd nunca en otras partes no inoculadas de la planta (Fig. 24, U). Por
otro lado, en las plantas crecidas en invernadero (Fig. 2B), el CarMV se detectd no sdlo
en las hojas inoculadas sino también en sus peciolos (Fig. 2B, IL, IF) desde estadios
tempranos de la infeccion (7dpi). En estadios mas avanzados de la infeccion (14 dpi), el
virus se detectd en el resto de la planta (tallo, hojas y peciolos sistémicos) (Fig. 2B, 5,
UF, UL} Los resultados de los experimentos de hibridacion dot-hlot mostraron que la
sefial de infeccidn fue muy similar en las hojas inoculadas de plantas crecidas en ambas
condiciones de crecimiento (Fig. 2, IL), sugiriendo niveles similares de replicaciéon v/o

acumulacion viral v de movimiento célula a célula.

14.4

6.1 — o e

FIGURA 3. Deteccign de lz proteina de movimiente [p?]) del CarfMV por andlisis western-blot en
diferentes tejides de plantas de C. guinog crecidas en condicicnes de cdmara de cultive [A) v en
invernaders (B] a 7 y 14 dpi. Extractos de proteinas totales fueron separadas mediante SDS-PAGE al
18%, electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa y |a proteina p¥ fue inmunodetectada can un
anticuerpo contra la p7 del Cari. M, hoja inoculada con tampdn. |, haja inoculada. 5, tallo. U, haja no

inaculada. 1, 7dpi. 2, 14 dpi.
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En algunas interacciones virus-huésped, se ha demostrado gue las proteinas de
movimiento (MFPs) juegan un papel importante en el movimiento a larga distancia (ver
Carrington v col., 1996, para una revision). En este sentido se ha puesto de manifiesto
gque diferencias en los niveles de acumulacion de la MF  pueden influir
significativamente en la invasion viral sistémica (Gal-on y col.,, 1996; Moreno y col.,
1997). Los analisis por western hlotting {Fig. 2} demostraron que a 7 y 14 dpi la p7 del
CarMV estaba presente solo en las hojas inoculadas de plantas crecidas en camara de
cultivo (Fig. 34, I). Sin embargo, a 14 dpi en las plantas crecidas en invernadero, la p7
fue detectada ademas en el tallo ¥ en las hojas sistémicas (Fig. 2B, |, 5, Ul las
cantidades similares de p7 observadas en hojas inoculadas sugieren un nivel similar de
movimiento célula a célula en ambas condiciones de crecimiento. Ademas, se ohservé
gue el tamafio de las lesiones cloréticas en hojas inoculadas en ambas condiciones de

crecimiento eran similares {datos no mostrados).

3.2. Localizacion de la proteina de cubierta y el RNA viral en hojas

inoculadas.

La infeccion de plantas de C. quinog con el CarMV provocd la formacion de
lesiones clordticas en las hojas inoculadas en ambas condiciones de crecimiento.
Cuando se procesaron para su estudio al microscopio optico secciones de las hojas
inoculadas gue contenian dos lesiones clordticas contiguas, se observo gque tanto el
RNA como la CF del CarMV fueron localizados en areas de la seccion de la hoja gque se
correspondian con las lesiones cloréticas, dejando una area desprovista de ambos
componentes entre ellas (Fig. 4B, C,). Dentro de las areas de las lesiones todos los tipos
celulares de la hoja {epidermis del haz v del enwvés, paréngquima en empalizada,
mesofilo lagunar v haces vasculares) aparecian infectados (Fig. 40, E) pero de forma
heterogenea, mostrando esporadicamente pequefios grupos de células sin infeccion
inmersos en la lesion, tanto de la epidermis como del parénquima en empalizada o
mesofilo lagunar, e incluso haces vasculares, cuyo significado se desconoce (Fig. 40, E).

Los estudios de secciones seriadas consecutivas de una lesion de la hoja mostraron
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gque el RNA del CarMV y la CF colocalizaban en todos los tipos celulares infectad os { Fig.
4F, G, H e I). Las areas mostradas en la Fig. 4F y H corresponden al borde de una lesion
clorotica, donde solo aparece homogéneamente infectada la epidermis del hag,
mientras gque la sefial fue limitada a unas pocas células del paréngquima en empalizada,
mesafilo lagunar ¥ de la epidermis del envés. For tanto, las células de la epidermis del
haz presentaron una mayor permeabilidad para el movimiento del virus. Dicha
colocalizacion también fue ohservada a nivel de venas mayores de la hoja inoculada

{(Fig 4G e Il incluso cuando éstas se encontraban fuera de unalesion dorotica.

Con el fin de identificar diferencias en la carga floematica o posibles barreras
celulares que permitieran explicar por qué las plantas crecidas en condiciones de
camara de cultivo no desarrollaban una infeccién sistémica, se realizé un estudio
comparativo de la infeccién de las venas mayores de hoja inoculada de C. guinog en
ambas condiciones de crecimiento. El estudio inmunocitoquimico al microscopio
optico de las venas mayores demostré que no existian diferencias, en las dos
condiciones de crecimiento, con respecto a la distribucion de la CP en los distintos
tipos celulares (Fig. 5B-D). Se observd una extensa acumulacion del virus tanto en las
células de alrededor del haz vascular {epidermis y parénguimal, como en las células
floematicas y de la vaina del haz vascular {Fig. 5B-D). En la mayoria de las secciones
transversales de venas mayores examinadas, las células del mesofilo que aparecen en
estas venas rodeando los haces wvasculares a modo de sostén, aparecian siempre
infectadas (Fig. 5B-0}, sobre todo aguellas que se colocan formando una especie de
casquete sobre el haz vascular, induso cuando estas venas se encontraban fuera del
area de la lesién clorética (Fig. 5A v B). En cuanto a las células floematicas infectadas,
dada la dificultad de identificar al microscopio optico (MO) los distintos tipos celulares
del loema, se realizé un estudio ultraestructural de las venas mayores al microscopio
electronico de transmision (TEM) {Fig. 6B v C) ¥ se compararon micrografias del TEM
con micrografias del MO (Fig. &), de manera gue se pudieron identificar las células del
parénguima floematico (PP} por su tamafio y posicion y ¢como alrededor de éstas se

localizaban células mas peguefias que correspondian a las células acompafiantes (CC) y
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a los elementos conductores de la savia (SE) (Fig. 6B y C) (ver caracteristicas de ambos
tipos celulares en el apartado 1.4.2 de la introduccion general). Asi, se identificaron en
venas mayores de hoja inoculada de plantas crecidas en camara de cultivo, células del
parénguima floematico gue presentaban sefial ¥ grupos de células mas pequefias
alrededor que aparecian como una masa homogénea azul cuando presentaban sefial
fue, por comparacion con las imagenes al TEM, corresponden a células acompafiantes
v elementos conductores de la savia (Fig. 6). Por tanto el CarMV fue capaz de acceder
al sistema vascular incluso en aquellas plantas crecidas en camara de cultivo donde el

movimiento a larga distancia estaba impedido.
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FIGURA 4. Deteccidn y localizacion del RNA vy la CP del CarMY por hikbridacidn in situv [A, B, E,Fy G) e
inmuns citaguimica [C, D, H e 1] en hojas inaculadas de plantas de C. guinog cracidas en condiciones de
cdmara de cultive. Las zonas infectadas aparecen de color azul. [A) correspande a una seccian
transversal de una hoja inaculada can tampan. [B y C) son secciones transversales de una haja inoculada
conteniendo dos lesiones clordticas contiguas. [D y E] son detalles a mayor aumento de las lesiones
clordticas anteriores. Las flechas indican zanas libres de infeecian inmersas en |a lesiaon. (F y H] san
secciones seriadas del borde de una lesian cloratica. Las flechas enfatizan la colocalizacion del RMA y la
CP. [G e 1] son secciones serfadas de venas mayores gue se lacalizan fuera de una lesian clordtica y se
sefiala de nuevo |a colocalizacion del RNA y la CP. [E], epidermis; [Pp), parénguima en empalizada; [SM]),
mesafilo lagunar; [BS), células de la waina; [TVY), seccianes transversales de wvenas menores. Barra

=100 pm.



FIGURA 5. Deteccion inmuneocitogquimica de la CP del CarMV en secciones transversales de venas
maysores de hoja incculada de . guinog. [A), hoja inoculada de C. guinoa infectada con CarMV crecida
en condiciones de eamara de eultivo, gue muestra las lesiones clordticas tipicas. [B), seccidn transversal
de la vena mayor sefialada en el recuadro de [A], cercana a una lesion clordtica (ain aparece el borde de
la lesian cloratica en |a parte izquierda superior de la figura) pero no inmersa en ella. [C), seceidn
transversal de una vena mayaor inmersa en una lesion clordtica de hoja inoculada de plantas crecidas en
camara de cultive. Obsérvese cdma las células del floema del haz wascular [P) ¥ las células del
parénguima de alrededor mostraron sefial. (D], seccign transversal de una vena mayor de hoja
inaculada de plantas sistémicas crecidas en inwvernadero, mostrando una distribucion de la infeecian
similar a las wenas mostradas en By C. [E], epidermis; [Pp), parenguima en empalizada; [SM]), mesofilo
lagunar; [BS). células de la vaina; [X), elementos conductores del xilema; [TV), seccidn transversal del

hazvascular de una vena mayor. Barra=100 pm.
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FIGURA 6. ldentificacidn de las diferentes células floeméticas en secciones transversales al MO [A) de
vengs mayeras de hoja incculada de plantas crecidas en condiciones de cdmara de cultive por su
com paracién con micrografias al TEM (B y C). [A], detalle del hazvascular de la vena mayor de |2 figura
5B. Dhsérvense en el recuadro una eélula del parénguima floemaético (PP] infectada y grupos de células
mas pequefias alrededor que aparecen no infectados en |a parte izquierda del recuadro, mientras en la
parte derecha del misma si aparecen infectados, cuyos limites celulares son impaosibles de determinar a
este nivel de resolucion ya que la infeceidn aparece como una masa homogénea azul. Por tamafia y
disposician corresponden posiblemente a células acompafiantes [CC) y elementos conductores [SE). [C),
micrografia al TEM de una seccidn transversal de una vena mayor, donde se han sefialado dos tipos
celulares del tejido floematico. [-=5E y =CC). [B], detalle a mayor aumento del recuadro de la
micrografia [C] donde se distinguen perfectamente las CCs [ ] v 5Es [$] rodeando a una célula del

parénguima floematico (PP]. [BS), células de la vaina. Barra=10 pm.
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3.3. El transporte vascular del CarMV esta impedido a regimenes

de temperaturas bajas.

¥a gue no se han encontrado diferencias en la invasion de los distintos tipos
celulares y tejidos de las hojas inoculadas en ambas condiciones de crecimiento, los
siguientes experimentos se centraron en el estudio de la salida del virus de la hoja
inoculada mediante el analisis de la acumulacién del virus en el peciolo. En los estudios
de acumulacion del RMA viral a partir de extractos de RNA totales hahia sido vya
observada una respuesta temporal diferente en los peciolos de hojas inoculadas en
ambas condiciones de crecimiento (Fig. 2). Los estudios al microscopio optico del
peciolo de hojas inoculadas de plantas crecidas en condiciones de camara de cultivo en
estados avanzados de lainfeccion (11 dpi), demostraron gque la infeccién aparecia en el
tejido floematico y paréngquima de alrededor pero sdlo en uno o dos haces vasculares
{Fig. 7A). Sin embargo, los peciolos de hojas inoculadas de plantas de invernadero
mostraron una infeccion mas extendida afectando a la mayoria de sus haces
vasculares, infectando el floema, asi como al parénquima de alrededor (Fig. 7B). En el
primer caso, el analisis de secciones consecutivas seriadas del peciolo hacia el tallo de
estas mismas plantas, demostraron gue la sefial de la infecciéon iba gradualmente
decreciendo hasta su total desaparicion en el tallo (Fig. 7C-G). En la Fig. 7C, que se
corresponde con una zona del peciolo cercana a la hoja, se obhserva como la infeccion
afecta a warios haces vasculares y el tejido floematico esta infectado
heterogeneamente. A mayor detalle (Fig. 70}, se puede obhservar claramente una
célula del paréngquima floematico (PP) infectada vy alrededor unas células mas
pequefias tefiidas que presumiblemente se corresponden con células acompafiantes
{CC) ¥ SEs. En una seccidon del peciolo consecutiva mas alejada de la hoja (Fig. 7E) se
observd que la sefial en el haz central permanecia, mientras que la de los haces de
alrededor habia desaparecido. Ademas, el haz central presentaba el floema libre de
infeccion, quedando la infeccidn limitada a las células del parénguima de alrededor,
desapareciendo totalmente cuando la seccién corresponde a una zona muy cercana al

tallo (Fig. 7F). Los resultados anteriormente descritos indican una clara diferencia en
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las pautas de acumulacion del virus en el peciolo en las dos condiciones de
crecimiento. De manera consistente con estas ohservaciones, el tallo de plantas
crecidas en camara de cultivo no mostrd infeccion viral (Fig. 7G), mientras que el tallo
de plantas crecidas en condiciones de invernadero mostré infeccién en la mayoria de

los tejidos (epidermis, corteza, floemay médula) (Fig. BA).

El analisis del peciolo de hojas sistémicas de plantas crecidas en invernadero,
mostré una infeccion general de los haces vasculares y el parénquima de alrededor de
estos (Fig. BB}, apareciendo el floema infectado de manera similar al peciolo de la hoja
inoculada de estas plantas (Fig. 7B). En cuanto a las hojas sistémicas de estas plantas,
el estudio de sus venas mayores (Fig. 8C) demostré una distribucién del virus
semejante al de las hojas inoculadas (Fig. 5), apareciendo infectados tanto el floema
como el resto de los tejidos de la hoja (epidermis, parénguima en empalizada vy

mesdfilo lagunar) (Fig. 2C).

FIGURA 7. Deteccidn inmunocitoguimica de la CP del CarMVY en secciones transversales de peciclo de
hoja incculada [A-F) de plantas de C.guinog crecidas en ambas condiciones de eracimiente y de tallo
(G) de plantas crecidas en cdmara de cultive. [A) seccidn transwversal del peciola de hoja inoculada de
plantas erecidas en condiciones de cdmara de cultiva. Obsérvese |a infeceian localizada alrededar de un
sdlo haz vascular. [B), seccion transversal del peciolo de hoja inoculada de plantas erecidas en
condicianes de invernadero, donde se abserva una infeccion mas generalizada gue en [A]. [C), seccidn
transversal serfada del mismo pecialo mostrado en [A]) pero mas praximo a |a hoja, donde se observa
camo |a infeccion inicialment e afectaba a mas haces. [D), detalle del tejido floematico [P) del haz central
del peciolo anterior, donde se observa una célula del parénguima floematico [PP)infectada y alrededor
grupas de células mas peguefias infectadas gue supuestamente son células acompafiantes [CC) v
elementos conductores de la savia (SE). (E]. detalle a mayor aumento del peciolo mostradea en [A], se
trata de una seccion del peciolo méas separada de la hoja inaculada gue la mostrada en [C], donde se
observa cdmo la sefial ha disminuido quedando limitada a unas pocas células del parénguima de
alrededor del haz central [PA) y cuya sefial en el tejido floematico [P] ha desaparecido. [F), seccion
transversal serfada del mismo pecialo mostrado en [A] v [C] pera mas cercana al tallo. Obsérvese gue la
infeccidn ha desaparecido par completo. [G], seccion transwersal del talle de plantas crecidas en
condiciones de camara de cultivo gue se observa totalmente libre de sefial. (X), elementos conductores

del xilema; [C), corteza; [Pi), médula; [VB], haces vasculares. Barra=100 pm. En [D] barra=10 pm.
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FIGURA 8. Deteccign inmunocitoguimica de la CP del CarfY en secciones transversales de talle [A),
pecicle [B] y heja sistémica [C] de plantas de C.guwinog crecidas en cendiciones de invernadero. [A],
ohsérvese la infeccion en todos los tefidos del tallo. [B), en el peciola sistémico se observa que la
infeccidn afecta a warios haces vasculares, presentanda infeccion solo las células floematicas (P)
cercanas a las células del parénguima [PA] gue rodean estos haces vasculares gue tambiégn estan
infectadas. [C], |a hoja sistémica muestra unas pautas de infeccion similares a las hojas inoculadas [Fig.
5B-D]. [E], epidermis; [Pp), parénguima en empalizada; [SM], mesofilo lagunar; [X], elementos

conductores del xilema; [C) corteza. Barra=100 pm.
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4. DISCUSION

Chenopodium guinoag ha sido considerada como un huésped de lesiones locales
para una gran variedad de virus, incluyendo el CarMV, cuando las plantas son crecidas
en unas condiciones estandar de camara de cultivo (temperaturas de 259C dia y 182C
noche). En este trabajo se demuestra que este huésped local indicador puede ser
infectado sistémicamente por el CarMV, cuando las plantas son crecidas en
condiciones mas extremas en invernadero (25-402C diaf10-15%C noche). Hemos
abordado, por tanto, la cuestidn de si este comportamiento diferente es dehido a
diferencias en los niveles de acumulacion del RNA viral o la CF, o bien a la existencia de
harreras celulares potenciales gue podrian restringir la invasion sistémica en plantas

de C. quinoag.

Los resultados del analisis dot-hlot demostraron gue la acumulacién del virus a
los mismos dias post-inoculacién en hojas inoculadas de plantas crecidas en ambas
condiciones de crecimiento era similar {Fig. 2), sugiriendo asi un nivel similar de
replicaciéon y/o acumulacion del virus. Se evalud entonces la posible implicacién de las
proteinas de movimiento [MFPs) en las diferencias observadas. Se ha descrito
recientemente que ademas de su importante papel en el movimiento a corta distancia
{Citovsky 1993; Deom vy col. 1992 ; Hull 1989; Lucas y Gilbertson 1994; Maule 1991}, las
MFPs también intervienen en el movimiento a larga distancia en algunas interacciones
virus-huésped (Giesman-Cookmeyer vy Lommel 1992; Lehto y Dawson 1990; Arce-
lohnson y col. 1997). Los resultados obtenidos mediante analisis tipo Western en
plantas de C. quinoa infectadas con CarMV no mostraron diferencias en los niveles de
acumulacion de la p7 del CarMV en las hojas inoculadas de plantas crecidas en ambas
condiciones de crecimiento (Fig. 2). Estos resultados unidos al mismo tamafio
observado para las lesiones locales formadas en las hojas inoculadas en ambas
condiciones de crecimiento, sugieren gue no hay diferencias en el movimiento célula a
celula que pudieran explicar las diferencias en la invasion viral. La obhservacion de que

la MF p7 del CarMV se encuentra en el tallo de sdlo aguellas plantas que desarrollaron
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una infeccion sistémica, podria apovyar resultados previos gque habian demostrado que
la MF era requerida para el movimiento a larga distancia en el caso del TMY [Arce-
Johnson vy col., 1997} o del CMV (Blackman v col., 1998}, Sin embargo, puesto gque la
infeccion en tallo no sélo afecta al tejido vascular, sino que infecta epidermis, cortezay
médula (Fig. 84), esta MF presente en el tallo podria explicarse por el movimiento
célula a célula en estos tejidos, siendo por tanto no necesariamente requerida para el

movimiento a larga distancia.

En varias interacciones virus-huésped se ha demostrado que el movimiento a
larga distancia puede wverse restringido en diferentes bharreras celulares. Asi, se ha
demostrado gue la interfase BS-células vasculares acttia como una barrera gue
condiciona la especificidad de huésped (Thompson y Garcia-Arenal, 1998} y es critica
en los mecanismos de resistencia no necroética (Goodrick v col., 1991) asi como en la
resistencia mediada por la replicasa (Wintermantel y col.,, 1997). Tamhién se ha
descrito que la interfase célula acompafiante-parénquima vascular (CC/PP) de venas
menores constituia la barrera celular responsable de la caida en la acumulacion del
virus de una estirpe suave del TMV frente a la estirpe severa Ul (X.5 Ding y col., 1995).
Los estudios al microscopio optico de las venas mayores de las hojas inoculadas de €.
guinog demostraron gue el CarMV alcanza el sistema vascular en ambas condiciones
de infeccidn local y sistémica (Figs. 5 v 6). Estos resultados indican que la ausencia de
infeccion sistémica en las plantas crecidas en camara de cultivo no es dehida a la
incapacidad del virus para alcanzar el sistema wvascular como se habia descrito en los
ejemplos anteriores. La presencia del CarMV en el sistema wvascular de las plantas
crecidas en camara de cultivo pone de manifiesto gque la restriccidon a la infeccién
sistémica ocurre después de la entrada en floema, un primer paso necesario para el
movimiento a larga distancia. Este mecanismo podria ser similar al propuesto para la
supresion del movimiento a larga distancia del TEV en huéspedes no susceptibles
{Shaad y Carrington, 1996} o del CMV en plantas resistentes de pimiento {Dufour v col.,
12982). En esta altima interaccion, los estudios de microscopia de inmunofluorescencia
demostraban que la infeccion del CMY en el peciolo de variedades de pimiento

resistentes era limitada a uno o dos haces vasculares, una situacion idéntica a la
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observada en los peciolos de las hojas inoculadas en la interaccion CarMV-C. qguinoag

crecidas en condiciones de camara de cultivo (Fig. 7).

A partir de estos resultados discutidos anteriormente, se pudo concluir que las
plantas crecidas en las condiciones existentes en un invernadero eran mas susceptibles
a la infeccion sistémica gue aquellas crecidas en una camara de cultivo. Entre los
factores gue pueden influir en esta respuesta diferencial (tales como temperatura, luz,
nutrientes, etc.), se ha demostrado que la intensidad de la luz (Qiu ¥ Schoelz, 1992) v la
temperatura (ej. Soler y col., 1998; Mvyers v col., 1993; Ducasse v Shepherd, 1995; Ding
v col.,, 1999) juegan un papel clave en la modulacion de la distribucion final del virus en
un gran nimero de interacciones virus-huésped incluyendo aguellas gque implican una
respuesta hipersensible {ver Matthews, 1991, para revisién). Cuando plantas de
Chenopodium guinog infectadas con CarMV se crecieron a altas temperaturas (222C)
en una camara de cultivo, se observd gue aparecian plantas infectadas sistémicamente
{no se muestran los datos), pero solo en un nimero limitado de plantas y las lesiones
de las hojas sistémicas fueron de menor tamafio gue las ohservadas en hojas
equivalentes de plantas crecidas en invernadero, indicando que ademas de la
temperatura otros factores estan modulando la infeccion sistémica. Ding v col. (1999)
habian demostrado que la infeccion de plantas de cebada por el Virus del mosaico del
bromo (BMV) era principalmente restringida a células de la vasculatura y a células
asociadas a ellas, cuando las plantas eran crecidas a 24-202C y esta restriccion fue
abolida cuando las plantas infectadas eran mantenidas durante 7 horas a 342C
Muestros resultados fueron mas parecidos a los descritos por Ducasse ¥ Shepherd
{1995}, los cuales demostraron que el Virus de la clorosis de fas venas del cocahuete
{PCSY) desarrollaba infecién sistémica en tabaco v Daturg inoxio a 329C, pero no a
252, ain cuando la multiplicacion v acumulacion del virus fue mucho mas alta en las
hojas inoculadas de estas ultimas plantas. Estas observaciones fueron justificadas por
los autores argsumentando que los mecanismos de resistencia del huésped serian
activos a 252C pero estarian reprimidos a 222C. Aungue en nuestro caso no se pueda
descartar esta posibilidad, creemos gque una explicacion mas convincente de nuestros

resultados podria residir en la dependencia de la influencia de la intensidad de la luz
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y/o de la temperatura en la eficiencia del transporte por floema del fotoasimilado. Esta
ampliamente establecido gque los virus de plantas utilizan las rutas de translocacion del
fotoasimilado para moverse a traves de la planta (ej. Leisner y col., 1992), ¥ que ambos
factores, calidad de la luz (Kasperbauer ¥ Kaul, 1996) v temperatura (Farrar ¥ Gunn,
12996), juegan un papel importante en la regulacidon de las relaciones fuente-sumidero
implicadas en el reparto del fotoasimilado durante el crecimiento de la planta. For
tanto, es razonahle pensar que las condiciones de crecimiento de las plantas en un
invernadero son mas permisivas en facilitar la translocacion del fotoasimilado ¥ como
consecuencia, el movimiento sistemico del virus desde la hoja inoculada. Son, pues,
necesarios nuevos experimentos para comprobar esta hipotesis e intentar discriminar
entre intensidad de luz y temperatura como el factor principal que esta favoreciendo
una mayor competencia para el transporte vascular del virus después de la entrada en

floema.
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6. Conclusiones

En esta memoria se ha llevado a cabo el estudio del movimiento a larga
distancia del CarMV en su huésped natural davel ¥ en un huésped experimental
Chenopodium guinoag, ¥ la influencia de determinados factores ambientales en la
distribucion final del virus. También se ha realizado un estudio de la cinética de
acumulacion de las cadenas positivas y negativas de los RMNAs gendmico v
subgenomicos del CarMV v de sus productos de traduccion CFy MF (p7]), asi como, la
distribucion espacio-temporal de las cadenas positivas y negativas de los RNAs v la

localizacion subcelular de la CPy MP (p7).

1. Los estudios de la cinética de acumulacion de las cadenas positivas y
negativas de los RNAs del CarMVY mostraron que las cadenas positivas se acumularon
del orden de 100 veces mas que las negativas ¥y en amhbos casos los RNAs
subgenomicos aparecieron antes y sus niveles de acumulacion fueron mayores que los
del gendmico en estadios tempranos en la infeccion (2-5 dpi). Ademas, el RENA
subgenomico mas pequeiio, gque dirige la traduccion de la CF, se acumuld dos veces
mas gue el subgendmico que dirige la traduccion de la p7. La deteccion de cadenas
negativas completas de los RNAs subgendmicos es compatible con un mecanismo de
sintesis de terminacion prematura a partir de un RNA gendmico molde de longitud
completa. Ademas, los analisis de hibridacion in situ al microscopio optico pusieron de
manifiesto una localizacion espacio-temporal distinta para las cadenas positivas ¥
negativas del CarMV en tejido infectado, de manera que la replicacién parece estar

espacialmente regulada localizandose inmediatamente detras del frente de infeccion.

2. La proteina de movimiento p7 no se expresa de manera transitoria como lo
hacen la gran mayoria de proteinas de movimiento virales lo gue sugiere su
implicacion en otras funciones del ciclo viral. Tanto la p7 como la CF presentan una

localizacion subcelular mayoritariamente citosdlica. Sin embargo, a diferencia de la CF,
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la proporcion de proteina p7 gue se detectd en la pared celular fue aumentando con

los dias de infeccion,

3. Los estudios de movimiento a larga distancia del CarMV en los huéspedes
estudiados (clavel y C. quinoa) ponen de manifiesto que la translocacion del virus sigue
las mismas pautas gue el flujo del fotoasimilado al observar que el movimiento del
virus ocurre preferentemente desde una hoja o tejido maduro (fuente) hacia el tejido
joven (sumidero} mas cercano, de manera gue aguellas hojas que han dejado de ser
sumidero en el momento de entrada del virus en la planta no pueden ser infectadas

via floema pero si por un movimiento célula a célula desde el tallo.

4. El analisis espacial y temporal de las pautas de acumulacién del CarMV en la
infeccion sistémica de plantas de clavel inoculadas, demostraron que el tiempo
minimo necesario para gue el virus entrara en el sistema de transporte general de la
planta desde una hoja inoculada fue de 5-7 dias. Los resultados de los analisis
inmunocitogquimicos de la hoja inoculada serian consistentes hien con la carga del
CarMV en el floema directamente en la vena principal desde células no vasculares, o
hien a través de las venas intermedias, mientras que la descarga en las hojas sistémicas
seria llevada a cabo por los haces laterales o secundarios (venas de orden II). En los
estadios tempranos de la infeccion se observd la influencia de la filotaxis entre las
hojas inoculadas v las hojas sistémicas en el movimiento del virus, asi como la

asimetria de la infeccién en el tallo.

5. En todos los casos analizados, tanto de infeccién natural como de plantas
inoculadas con el CarMVY, el meristemo apical de plantas de cavel aparecia libre de
infeccion y por tanto el virus era incapaz de invadirlo, al igual que ocurria en los
meristemos de brotes laterales v yemas axilares. Sin embargo, el virus se acumula en el
tejido floematico del brote apical. Cuando las hojas nacientes alrededor del meristemo
apical desarrollan una vasculatura (protofloema) gque conecta con la vasculatura del

tallo, el virus pasa por ella infectando las mismas, v esto s6lo ocurre a partir del
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segundo o tercer par de hojas separadas del meristemo. Otros tejidos de tipo
meristematico como el camhbium vy el felégeno del tallo subterraneo y raiz tampoco

fueron invadidos por el virus.

B. En la interaccion CarMV-C. guinoag se demuestra que la intensidad de la luz
yfo la temperatura juegan un papel clave en la modulacion de la distribucion final del
CarMV, de manera gue plantas crecidas en condiciones de invernadero (35-402C dia /
10-152C noche) fueron mas susceptibles a la infeccion sistémica del virus que aguellas
crecidas en camara de cultivo (252C dia / 182C noche). No se encontraron diferencias
en la tasa de replicacién yfo acumulacién, ni en el movimiento célula a célula del virus
en hojas inoculadas de plantas crecidas en ambas condiciones de crecimiento, ni
tampoco se ohservd una barrera celular que impidiera al virus alcanzar el sistema
vascular. La restriccion a la infeccion sistémica ocurre por tanto, después de la entrada
en floema, el primer paso necesario gque rige las pautas del movimiento a larga

distancia.
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