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RESUMEN

El Virus del mosaico del pepino dulce (Feping maosaic virus, PepMY, género
Potexvirus) es un virus de RNA de sentido positive gque causa importantes
pérdidas econdmicas en cultivos de tomate de Europa ¥ América del Norte. En ¢l
presente trabajo se ha llevado a cabo una bisqueda de fuentes de resistencia
natural a PepMV mediante ¢l escrutinio de germoplasma de especies afines al
tomate pertenecientes al género Sofanum. Este estudio ha puesto de manifiesto
que las fuentes de resistencia a este virus son muy escasas. De todas las entradas
de Solanum analizadas en este trabajo, no se encontrd ningin caso de resistencia
completa a PepMY. Tan sdlo la entrada COM-2 perteneciente a la especie 5
carneliomuelleri mostrd una respuesta heterogénea a la infeccion por PepMV
{alslade Spl3). Los resultados obtenidos tras el analisis de la descendencia
cbtenida a partir de esta entrada sugleren que en la entrada COM-2 existan varios
genes con relativamente pegquenos efectos aditivos sobre la resistencia a PepMYV-

Spl3, es decir, que se trate de una resistencia poligénica o cuantitativa.

Por otra parte, en ¢l presente trabajo se ha pretendido profundizar en ¢l
conocimiento de la biologia molecular de PepMV para llevar a cabo el desamrollo
de un vector viral de expresion derivado de este virus. Como paso previo y
necesario, se ha obtenido un clon agroinfective de PepMV ({aislado PepMYV-
S5pl3), denominado pBPepXL6. Tras agroinfiltracion, pBPepXL6 es capaz de
reproducir la misma sintomatologia que el virus parental tras la inoculacitn
mecanica sobre plantas de Nicoriana bemthamiana. Este clon agroinfectivo
constituye una herramienta molecular indispensable que ha permitido realizar un
analisis funcional de la proteina de la capsida {CP). Asi, mediante técnicas de
mutagenesis dirigida sobre el clon pBPepXL6, se han obtenido mutantes que
impiden la expresion de la CP. En uno de ellos, denominado pBPepGFPACE], se
ha sustituide el ORF de la CP por el ORF del gen delator de la proteina verde
fluorescente {GFP), de modo que los focos de infeccidn iniciados pudieron ser
visualizados mediante la deteccidn de la fluorescencia generada por la GFP. Los
resultados obtenidos pusieron de manifiesto que (1) la CP no es necesaria para la
multiplicacion de PepMVY pero si para su movimiento célula a célula, {2) es
posible expresar un gen foraneo (GFFP) a partir del genoma de PepMY, condicitn

fundamental para el desarrolle de un vector viral ¥ {3) el nimere de focos



Iniciales de infeccion a que da lugar la agroinfiltracion de clones derivados de
PepMY es pequeno. Adicionalmente, se generaron construcciones basadas en
pBPepGFPACP! a las que se les introdujo diferentes tipos de mutaciones en las
regiones 3 y 37 terminales del ORF de la GFP. Los ensayos de agroinfiltracion
llevados a cabo con estas construcciones mostraron que la alteracion de dichas
regiones puede afectar negativamente a la eficiencia de un potencial vector viral.
Para el desarrollo de un vector viral, se generaron dos construcciones derivadas de
PepMYV {(pBPep30!1 y pBPep3.128) en las que el ORF de la GFP fue situado bajo
el control del promotor del RNA subgendmico de la CP duplicade. Los ensayos
de agroinfiltracién llevados a cabo con ambas construcclones mostraron la
capacidad de estos vectores para expresar GFP e infectar sistémicamente plantas
de N. bermthamiora. S5in embargo, se observo que las construcciones eran
Inestables ir planta, pues la fluorescencia decaia drasticamente a pocos dias post-
infiltracitn, probablemente debido a fendmenos de recombinacidn homéloga. Por
otro lado, estos resultados permitieron delimitar una region en ¢l genoma de
PepMV que contiene todos los elementos funcionales {que actian en cis)
necesarios para actuar como promotora del RNA subgendmico de la CP. Esta
region posee un tamanoc de 112 nucledtidos: 38 nt del extremo 37 del ORF 4
seguidos de 38 nt de la regidn UTR mas 36 nt del extremo 37 de la CP. A
continuacion, con el fin de evitar duplicaciones de secuencilas, se ensayo la
construccion pBPepGFPACPCHZ, en la cual 1a GFP fue situada bajo el control del
supuesto promotor del RNA subgendomico de la CF del aislado PepMV-ChZ. Los
resultados obtenidos con esta construccion demostraron que a través de una
secuencia control heterdloga también es posible expresar un gen foranec desde el

genoma de PepMYV.



Abreviaturas







ABREVIATURAS (por orden alfabético)

VIRUS

AMY ¥irus del mosaico de la alfalfa

BaMV Virus del mosaico del bamba

BMY Virus del mosaico del bromo

BPYY Yirus del false amarilleo de 1a remolacha
BSMVY ¥irus del mosaico rayado de la cebada

BWYY Virus del amarilleo occidental de 1a remolacha
BYDVY Virus del enanismo amarillo de la cebada
BYY Yirus del amarilleo de 1a remolacha

CABYY  Virus del amarillec de las cucurbiticeas transmitido por pulgones
CaMy Virus del mosaico de la coliflor

CCMY ¥irus del moteado clordtico del cowpea

CLSV Yirus de 1a mancha de la hoja del pepino

CMV Yirus del mosaico del pepine

CVX ¥irus X del cactus

CVYYVY ¥irus del amarillec de las venas del pepino
CymMY  ¥Virus del mosaico de la orquidea barco

CYMYV Yirus del mosaico amarille del trébol

CYSDYV  Virus del amarillee y enanismo de las cucurbitaceas

FMY ¥irus del mosaico del pasto setaria

HCRSY ¥irus de las manchas anulares cloriticas del hibisco
LMY ¥Yirus del mosaico de lalechuga

MNSY Virus de las manchas necriticas del meldn

NMY Virus del mosaico del narciso

PapMV Yirus del mosaico de la papaya
PepMV Yirus del mosaico del pepine dulce
PLRY Yirus del enrollade de la patata

PMoV ¥irus del moteado de la parietaria

FPV ¥Yirus de la sharka

PRSV ¥Yirus de las manchas anulares de la papaya
PSbMVY ¥irus del mosalco del guisante transmitido por la semilla
PV A Yirus A de la patata

PVX Yirus X de la patata

PVY Yirus Y de la patata

RYMY ¥Yirus del moteado amarillo del arroz

SMY ¥irus del mosaico de lasoja

SqMV Yirus del mosaico del calabacin

TAYV ¥Yirus de la aspermia del tomate

TBSV ¥Yirus del enanismo ramificade del tomate
TCV ¥irus del arrugado del nabe

TEV Virus del grabado del tabaco

TicV Yirus del amarilleo infeccioso del tomate
T™MV Yirus del mosalco del tabaco

ToCV ¥irus del amarilleo clorotice del tomate

TomRY Virus de 1a mancha anular del tomate



ToMV

ToTV Virus del torrado

TSWY ¥irus del bronceado del tomate

TVMY Virus del moteado de 1as venas del tabaco

TYLCVD Complejo de virus asoclade al rizado amarillo del tomate o de la cuchara

WCIMY  Virus del mosalco del trébol blanco

WMY ¥irus del mosaice de la sandia

ZVX Virus X del zigocactus

LZYMY Virus del mosaico amarillo del calabacin

OTRAS ABREVIATURAS

cDNA DNA complementario

CP proteina de la capsida

DNA acido desoxirribonuclelco

dNTP desoxinucledtidos

DO densidad Sptica

dpi dias post inoculacion

dsRNA RNA de doble cadena

DTT DL-Ditiotreitol

EDTA acido etilendiamine tetracético

ER resistencia extrema

Et-OH etanol

GFP proteina verde fluorescente

GVA giberelina A

Hel helicasa

HR respuesta de hipersensibilidad

kb kilobase

kDa kilodalton

M molar

mg miligrameo

ml mililitro

mM milimoelar

mRNA RNA mensajerc

Mt metiltransferasa

NB dominic de unidn acido nuclelco-proteina

NBS-LRR sitios de union a nucledtidos y residuos repetidos de
leucinas

ng nanogramo

nm nanometro

nt nucledtido

NUE elemento cercano aguas arriba

ORF marce abierto de lectura

Fb par de bases

PCR reaccidn en cadena de la polimerasa

PTGS silenciamiento génico post-transcripclonal

RdRp polimerasa de RN A dependiente de RNA

RE reticulo endoplasmatico

RNA

Yirus del mosaico del tomate

acido ribonucleico



RN Asa
rNTP
pm
RT
SDS
SGP
sIRNA
5L
ssRNA
STPs
TAE
TGB
Tm

TR

ribonucleasa

ribonuclestidos

revoluciones por minuto
transcripcion reversa
dodecacil sulfato sodico
promotor subgendmico
pequenos RNAs interferentes
tallo bucle

RNA de cadena sencilla
particulas de cola (nica
tampon tris-acetato

blogue de tres genes
temperatura de hibridacién
unidad de actividad enzimatica
region no codificante
ultravioleta

volumen/volumen
silenciamiento génico inducido por virus
particulas vacias parecidas a virus
complejo ribonucleico
microgramo

microlitro

micrometro

micromolar
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Introduccidn y objetivos

CAPITULQ 1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los virus constituyen un problema de proteccion de cultivos a nivel
mundial, debido a las graves pérdidas econdmicas que causan {Bamett y col.,
1999; Waterworth y col., 1998) y las dificultades que entrana su control. Durante
mas de un siglo se han realizado esfuerzos importantes para desarrollar estrategias
de control de virus que sean eficientes, asi como para entender cdmo las plantas se
defienden frente a los virus y gqué mecanismos emplean €stos para invadirlas
{Harrison y Robinson, 2005, Zaitlin ¥ Palukaitis, 2000). A pesar de esto, los virus
contindan siendo una de las mayores amenazas en la produccion de cultivos de
interés agronomico ¥ omamental en todo el mundo v su control en el siglo 21
continda siendo un desafio. Para el control de virus no se dispone de agentes
antivirales directos, sino que es necesarie el desarrollo de medidas indirectas
{Hull, 2002). Entre las medidas de control de virus mas eficientes ¥ con mayor
potencial se encuentra €] uso de 1a resistencia genética de las plantas frente a estos
patogenos. Para desarrollar medidas de control es fundamental poseer
conocimiento tanto de la biologia de los virus como de la disponibilidad de
resistencias y los mecanismos que las controlan. Por otro lado, los virus de plantas
también pueden constituir herramientas valiosas que puedan ser utilizadas en
beneficio nuestro: por ejemplo, durante los dltimos anos, los genomas de algunos
virus de plantas se han manipulado para convertirlos en eficientes vectores de

expresion de genes foraneos (Pogue y col., 2002).

Esta tesis trata sobre el Virus del mosaico del pepine dulce {Peping mosaic
virus, PepMV, género Porexvirus), virus que tiene gran importancia econdmica en
cultivos de tomate de Europa y América del Norte. En el presente capitulo de
intreduccion trataré en primer lugar algunos aspectos generales sobre el tomate v
virus que afectan al tomate en Espaina, asi como la informacidén mas reciente sobre
la biclogia y distribucidén de PepMV v los dltimos avances sobre la biclogia
molecular de virus del género Potexvirus. A continuacion, haré referencia a la
utilizacidén de virus de plantas como vectores de expresion {(clones Infectivos y
vectores virales) por su relevancia en €l campo de la Biotecnologia. Estos se han
convertido en una herramienta esencial para el estudio de la biologia melecular de
un virus y de las interacciones que se dan entre virus y planta, asi como para el

desarrollo de estrategias antivirales {Goldbach y col., 2003, Prins y col., 2{008) o
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generacion de plataformas de expresion de proteinas recombinantes en plantas
{Gleba v col., 2007, Lico v col., 2008; Pogue y col., 2002). En esta introduccion
también trataré brevemente algunos aspectos relacionados con el uso de la
resistencla genética como estrategla de control de virus, entre ellos la
identificacion de nuevas fuentes de resistencia y expresion de las mismas. En el
capitule 2 se describen los resultados obtenidos de la bisqueda de fuentes de
resistencia natural a PepMV mediante el escrutinic de germoplasma de especies
afines pertenecientes al génerc Sclonum. Y por dlime, en el capitulo 3 se

abordaran los resultados concemnientes al desarrollo de un vector de viral basado

en PepMY.

1.1. El cultivo del tomate y virus que le afectan

El tomate {(Sofanum Iycopersicum) pertenece al género Sofanum de la
familia Solanaceae, la cual engloba unos 90 géneros vy mas de 3.000 especies,
algunas de ellas de gran Importancia econdmica como la patata (Solanum
tuberosum), el pimiento (Capsicum annuum), la berenjena (Solarum melongena)
y ¢l propio tomate. Los centros de origen del género Solanum se encuentran tanto
en el centro y sur de América {tomate, pimiento y patata) como en la India y
China {berenjena). El centro de origen del tomate se encuentra en América y
presumiblemente sea Méjico €l lugar donde ocurriera la domesticacién y Perd el

centro primaric de diversificacion (Bal y Lindhout, 2007, Peralta, 2007).

La clasificacidn filogenética de las Solanaceas fue revisada reclentemente
y el género Lycopersicon fue reintegrado dentro del génerc Solanum adquiriendo
nueva nomenclatura (Tabla 1.1.) {Peralta y col., 2005). Dentro del género
Solanum, la secclon Lyrcopersicon ncluye al tomate cultivado (Soianum
fveopersicum) ((nica especle domesticada; vy |2 especies afines mas. Estas
especies afines, mas conocidas como tomates silvestres, poseen una gran
diversidad genética, especialmente entre las autoincompatibles como 5. chilense y
5. peruvianum (Rick y Chetelat, 1995). Gracias a su amplia diversidad genética,
dichas especies representan en la actualidad el principal recurso genético en la
mejora de tomate cultivado (Bail y Lindhout, 2007/, Larry ¥y Joanne, 2007, Rick ¥
Chetelat, 1995).
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Tabla 1.1. Lista de especies de la seccidn lycopersicen dentro del género Sofatum y
equivalencias z2gln la nomenclatura anterior (Peralta y col., 2005).

Solannm spp

Equivalencia en Lycopersicon spp

5 arcanum Peralta

Parte de L peruvianum (L) Miller

5. cheesmanize (L. Riley) Fosgerg

L cheesmanize (L. Riley)

5. cfitennye (Dunal) Reiche

L chiferve Dunal

5. cfimielewskil (C_ M. Rick, Fobes y M.
Halle) D. M. Spooner, G.J. Andersony K.

K. Jansen

L ochmielewskii C. M. Rick, Fobes y il
Halle

5. rorneliomuetierie 1. F. Macbr.

Parte de L. peruwicnwn, conocida como L

peruvicmm var. glandulosum

5. galapagense 5. Darwin y Peralta

Parte de L. cheesmartice

5. habrocheites 5. Knapp y D. M. Spooner

£ Airsarum

5. huaylasense Peralta

Parte de L. peruvianwn (L) Miller

5 byeopersicum L.

L esculentum Miller

5. neoarickii (C. M. Rick, Fobes y M. Haollg)
0. M. Spooner, 5. 1. Anderson ¥ K. K.

Jansen

L parviftorem C. M. Rick, Fobes y . Holle

5. penneltii Correl

L openretlii (Coreell) D" Arcy

5 peravianum L.

L peruvicnam (L. Miller

5. pimpinelfifolium L.

L pimpineltifolium (L) Miller

El tomate es uno de los principales cultivos horticolas en extension y
produccion a nivel mundial {FAQ, 2007) vy es la especie horticola de mayor
importancia economica en nuestro pais. Espana es uno de los principales
productores mundiales de tomate ocupando dentro de la Unidn Europea ¢l
segundo lugar en importancia tras [talia tanto por la superficie cultivada como por
la produccion obtenida (57.061 ha, 3.922.500 Tm) {(MAPA 2008). Las principales
zonas productoras de tomate en Espana, por orden en produccidn, se sitdan en
Extremadura y Andalucia. Murcia, Canarlas, la Comunidad Valenciana vy
Baleares son también zonas importantes de cultive de tomate en nuestro pais
(MAPA 2008). En Espana la mayor parte del cultive de tomate se realiza en

regadio ¥ al aire libre {71%}); un 28% de la superficie total se destina al cultivo

protegido, localizado en su mayor parte, y por este orden, en Andalucia {Almeria),



Introduccidn y obfetivos

Murcia ¥ Canarias. Por ejemplo, en Andalucia, el 51% de la produccidn en el

2005 se obtuvo en cultive protegido (MAPA 2005).

Sin embargo, el cultivo del tomate se wve fuertemente afectado por
enfermedades que reducen considerablemente la produccion y calidad del
producto, pudiendo llegar a ocasionar la pérdida total del cultive. Entre las
numerosas enfermedades que afectan a este cultivo, las provocadas por virus se
cuentan entre las mas importantes. El cultivo intensivo en invernaderc durante
casl todo ¢l ano, el movimiento de material vegetal entre paises y las condiciones
climaticas en los iInvernaderos favorables para el establecimiento de los vectores ¥
el desarrolle de nuevas enfermedades, parecen ser las causas directas de la
aparicién e incremento de enfermedades viricas en el cultivo del tomate v de sus

vectores transmisores.

En Espana, las principales infecciones virales en los cultivos de tomate son
las causadas por el complejo de virus asociadoe al rizado amarillo del tomate o de
la cuchara {Tomats Yellow leaf curf virus, TYLCD) (Jorda, 19%6; Moncl v col.,
2000) vy por el Virus del amarilleo clordtico del tomate (Fomato chlorosis virus,
ToCV) (Navas-Castille y col., 2000), ambos transmitidos por mosca blanca, el
Yirus del mosaico del pepine dulce (Peping mosaic virus, PepMVY) transmitido
por contacto vy por semilla {(Aguilar ¥ col., 2002; Jorda y col., 2000; Ling, 2008},
el Virus del bronceado del tomate { Tomate spotted wilt virus, TSWV) transmitido
por trips (Roselld y col., 1996), y mas recientemente el Virus del torrado (Tomars
torrado virus, ToTV) (Alfaro Femandez y col, 2006, Verbeek y col., 2007),
transmitido por mosca blanca {Amar1 y col., 2008). Ademas de los wvirus
anteriormente citados, en Espana también causan problemas de mayor o menor
gravedad en cultivos de tomate los sigulentes virus: el Virus del mosaico del
peping (Cucumber mosaic virus, CMV) (Blas, 1993, Jorda y col., 1952} y el Virus
Y de la patata {Potato virus ¥, PYY) transmitidos por pulgones (de Andrés v col.,
1598), €l Virus del mosaico del tomate (Fomato mosaic viries, ToMV) (Alonso y
col., 1989) y el Virus X de la patata {Pmaro virus X, PVX) transmitidos por
contacto (Alfaro Fernandez v col., 2006), €] Virus del enanismo ramificado del
tomate (Tomato bushy stumt virus, TBSV) (Cuadrado, 19953), €l Virus de la
mancha anular del tomate {Fomaro ring spor virws, TomRSV) transmitido por

nematodos, €l Virus del moteado de la parietaria (Parietaria mortle virus, PMoV)
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{Alfaro Femmandez vy col., 2006; Aramburu, 2001) v el Virus del amarilleo
infeccioso del tomate {Fomato infectious clorosis virus, TICV) {Font v col., 2002)
transmitido por mosca blanca. PepMYV, virus del que se ocupa esta tesis, en la
actualidad esta provocando graves epidemias en cultivos de tomate en Espana,
produciéndose la mayor incidencia de estas enfermedades en Murcla, Canarlas,

Almeria y Alicante (Soler-Aleixandre y col., 2007).

1.2. El Virus del mosaico del pepino dulce (PepMV})

1.2.1. Dhstribucion y caracteristicas biolégicas de PepMV

PepMY se detectd por primera vez en cultivos de pepino dulce (Solarum
muricatum) en el valle de Canete en Perd {Jones y col., 1980}, siendo esta planta
considerada como su (nico huésped. En 1999 se 1dentificd infectando plantas de
tomate en cultivo bajo invernadero en Holanda { EPPO 2009, van der Viugt v col.,
2000). A partir de esta primera cita en tomate, ¥ en un pericdo de 4 anos,
aparecieron focos de la enfermedad causada por PepMYV en las principales zonas
productoras de tomate de Reine Unido, Holanda, Alemania, Francia, Espana,
Italia, Noruega, Polonia, Suecia, Eslovaquia, Estados Unidos, Canada, Austria,

Bélgica y Marruecos entre otros (Figura 1.1 (EPPO, 20067 .
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Figura 1.1. Distribucion de la enfermedad causada por Pepldy a nivel mundial (EPPO
2006).

En Espana se describié por primera vez en ¢l ano 2000 {Jorda y col,

2000}, expandiéndose rapidamente y causando graves peérdidas en los cultivos del
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Sureste de la peninsula. La mayor incidencia de la enfermedad causada por
PepMY se da en las provincias de Murcla, Almeria v en el archipiélago canario

{Pagan y col., 2006; Soler-Aleixandre y col., 2007).

PepMVY se transmite mecanicamente de un modo muy eficiente. La
transmisién se produce por contacto entre partes afreas de las plantas y por
accliones mecanicas (manipulacion de las plantas, roce con Instrumentos y
aparatos, e Incluso por el roce de la ropa de los operarios). No se tiene constancia
de la transmision de este virus por los vectores que habitualmente transmiten otras
virosis que afectan al tomate aunque s se ha demostrade la implicacion de los
abejorros utilizados en la polinizacion en la dispersion del virus {Lacasa y col.,
2003). También se ha demostrado 1a presencia y transmision del virus en semillas
de tomates infectados de forma natural con PepMV, aunque la tasa de transmision
es menor del 2% (Cordoba-Sellés y col., 2007). De hecho, se sospecha que, a
pesar de la baja tasa de transmision por semilla, sea éste el vehiculo que ha

llevado la enfermedad a les distintos paises en que se ha detectado {Cordoba-

Sellés y col., 2007, Ling y Carpenter, 2005).

La gama de huéspedes de PepMV esta esenclalmente limitada a solanaceas
{Salomone y Roggero, 2002), aunque parece existir clerta diversidad en este
aspecto entre diferentes aislados (Sanchez-Femandez y col, 2006). De forma
natural este virus infecta pepine dulce y tomate aungue experimentalmente
PepMV es capaz de infectar plantas de 30 especies de la familia Solanaceae.
Entre los huéspedes experimentales se encuentran plantas de cultivos de
Importancia econdmica como la patata, €l pimiento o la berenjena {(EPPO, 2009),

aunque hasta la fecha no se han descrito incidencias de PepMV en dichos cultivos.

La manifestacion de la enfermedad causada por este virus resulta muy
variable dependiendo del estado fenoldgico de las plantas v de las condiciones
ambientales {luz y temperatura), ademas del aislado de PepMV que infecte las
plantas {Hanssen y col., 2009; Pagan vy col., 2006, Soler y col., 2002). Se han
asoclado una gran variedad de sintomas a las infecciones de PepMY en plantas de
tomate {Hanssen y col., 2009, Pagin y col., 2006). Los sintomas comprenden
mosaicos verdes suaves, mosalcos amarillos suaves y brillantes {(Figura 1.2, Al y
A.2), abullonados pronunciados, filimorfismos y otras distorsiones en hojas

{Figura 1.2, B.l v B.2), ademas de estriaduras verdes en los tallos. Los frutos
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maduros pueden presentar mosalcos o maduracién irregular, manifestando un
Jaspeado en diferentes tonalidades, como resultado de una distribucion rregular

del licopeno en la superficie del mismo (Figura 1.2, C.1} {Soler y col., 2000a).

Figura 1.2. Sintomas inducidos por PepM Y. A. 1.y A. 2. Mosaicos amarillos en foliolos. B. 1.
¥ B. 2. Abullonados y distorsiones en foliolos. C. 1. Distribucion irregular del licopeno en
frutos.

No solo se ve afectada la calidad de los frutos sino gue las plantas
infectadas pueden llegar a sufrir una reduccidn del rendimiente de hasta el 40%
{Spence y col., 2006). Los sintomas se ven atenuados cuando la temperatura
alcanza valores por encima de los 23 °C y en algunos casos desaparecen por
complete {Soler y col., 2002).

En un estudic sobre la estructura genética y evolucion de PepMYVY en
Espana, Pagan y col. {2006} mostraron que las poblaciones de PepMY en este pais
son genéticamente muy homogéneas. Sin embargo, a pesar de existir altos niveles
de homologia de secuencia entre los aislados espanoles, observaron diferencias en

los sintomas que inducian en tomate.

En la actualidad hay al menos 10 aislados de PepMV completamente
secuenciados {Aguilar y col., 2002; Cotillon y col., 2002; Ling, 2007; Ling y col.,
2008, Lopez y col., 2005, Maroon-Lange y col, 2005, Pagan y col,, 2006). La

comparacion de las secuencias obtenidas entre alslados de tomate procedentes de
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varios paises europeos (LE 2000, LE 2002, Fr, Spl3, UK2) indica un alto grade
de similitud entre éstas {del 99 al 100%), mientras que la comparacion de estas
secuencias con las de aislados peruanos de S peruvianum (LP 2001) o las de
alslados americanos de tomate (US1 y US2) es mucho menor (del 93 % y 78-
6%, respectivamente). Mas recientemente, Ling {2007} identificd dos nuevos
aislados de PepMY (Chl y Ch2) en semillas de tomate comercial procedentes de
Chile. La comparacion de las secuenclas de estos asilados de Chile con la
secuencia de los existentes hasta el momento mostré que presentaban mayor
homelogia con las de los aislados americanos {entre Chl y US| un 98,7% y entre
Ch2 vy US2 un 80,7%) que con las de los europeos {78-86%), lo que sugiere que
posean un origen comin. Por tanto, podrian distinguirse 3 clases de aislados de
PepMYV {Europeos de tomate, Peruanos, Americanos), posiblemente asociados a

un huésped especifico o lugar de origen {Pagan ¥ col., 2006).

1.22. Control de PepMV

El control de esta enfermedad se realiza principalmente mediante métodos
preventivos, comeo la destruccidn de plantas Infectadas y la prevencion de la
transmisién del virus mediante medidas higiénicas durante la propagacién vy el
cultive, incluyendo el uso de semilla certificada libre de virus. Puesto que las
semillas parecen ser el vehiculo de dispersion del virus {Ling, 2008), se crea la
necesidad de extremar las medidas de seguridad existentes y a su vez implementar
en estas medidas métodos de control eficaces para la deteccion y eliminacion de

virus en semillas.

En semillas de tomate PepMYV se encuentra localizado en la cubierta (Ling,
2008). De hecho, se ha demostrado que tratamientos quimicos come la Inmersion
de las semillas durante 3 h en fosfato trisddico al 1%, no sdlo elimina PepMY de
las semillas sino que también evita su posterior transmision a plantulas, ademas de
favorecer la germinacion (Cordoba-Sellés y col, 2007). En general, los
tratamientos quimicos parecen mas efectivos que los té&rmicos para la eliminacion
de PepMYV. Este tipo de tratamientos con fosfato trisédico ya han side utilizados
para la eliminacién de otros virus come el Virus del mosaico del tabaco {fobaceo

masaic virus, TMV) en semillas de tomate {Green y col., 1987).
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Por lo que respecta a la disponibilidad de resistencia a PepMYV, hasta ¢l
momento no se han identificado resistencias completas a este virus. Solamente se
han 1dentificado en entradas de especies silvestres del género Solanum algunos
casos de resistencla parcial las cuales parecen ser especificas de aislado {Ling ¥
Scott, 2007; Soler-Aleixandre y col., 2007). 5in embargo la posibilidad de uso de
estas fuentes de resistencia esta por determinar pues todavia se desconoce su base

genética y su respuesta frente a diferentes a aislados.

1.2.3. Situacién taxondémica de PepMYV, organizacion gendmica y funciones

génicas

PepMY pertenece al género Porexvirus de 1a familia Flexiviridae de virus
de plantas {Adams y col., 2004). Esta denominacidn se debe a que los miembros
de esta familla se caracterizan por tener particulas flexuosas. La familia
Flexiviridae esta compuesta por &8 géneros, Allexvirus, Capillovirus, Carlavirus,
Foveavirus, Mandarivirus, Petexvirus, Thricovirus y Vitivirus, ademas de algunos

virus relacionados que no estan asoclados a ningiln género.

Las principales caracteristicas de los miembros de esta familia sont 1) los
viriones son particulas flexuosas de 12-13 nm de didmetro, 2) poseen genomas
monopartitos de sentido positivo, formados por una (nica cadena de RNA
poliadenilado, 3) la traduccidn de algunos marcos de lectura ablertos {(Oper
Reading Frames, ORFs) se produce a través de RNAs subgendmicos {sgRNAY v
4} estdn compuestos por hasta 6 ORFs ordenados de 37 a 37 de la siguiente
manera: primerc proteinas relacionadas con la replicacion (150-230 kDa),

segundo una o mas proteinas de movimiento, tercero una (nica especie de

proteina de la capsida (CP) {22-44 kDa) {Adams y col., 2004) (Figura 1.3.}.
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Paotexvirus

Mandarivirus

Allexivirus

Carfavirus

Foveavirus

Capilliovirus

Vitivirus

Trichovirus

Figura 13. Organizacion gendmica de cada uno de los géneros de la familia Flexiviridae.
Las cajas representan marcos de lectura abiertos (ORFs). En el primer ORF, ORFI, se
indican 1os siguientes dominios: metiltransferasa (Mt), helicasa (Hel), papein-tike proteasa
(P-Pro) y RMA polimerasa dependiente de RNA (Pol). Las cajas rayadas representan
ORFs tipo blogue de tres genes (TGB). CF, proteina de la capsida; MP, proteina del
movimiento; NB, dominio de unidn acido nucleico-proteina (nucleic acid binding
protein). La mayoria de 103 géneros poseen estructura cap (m'Gp) en el extremo 5 del
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gRNA (Adams y col, 2004

Los miembros del género FPotexvirus se caracterizan por tener particulas
flexuosas filamentosas de 470-380 nm de longitud vy un didmetro de 13 nm.
Poseen genomas monocatenarios de RNA de sentido positive que oscllan entre
5,8-7 kb, compuestos por > ORFs. El primer ORF codifica la replicasa viral que
se traduce directamente del RNA gendmico (gRNA) durante la infeccidn {Batten
y col., 2003). La region central del genoma posee 3 ORFs solapados, conocidos
como bloque de 3 genes (Triple Gene Block, TGB) vy codifica las proteinas
implicadas en €l movimiente {(TGBpl, TGBp2 vy TGBp3) (Lough y col., 2000
Yerchot-Lubicz, 2005). El dlitme ORF codifica la CP, la cual es requerida para el

12
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ensamblaje de las particulas virales asi como para €l movimiento célula a célula
{Cruz y col., 1998; Chapman vy col., 19%92a; Hulsman vy col., 1988). Ademas, en el
extremo 3 poseen estructura cap y en el extremo 37 una cola peoliadenilada

{Huang y col., 2004; Hulsman y col., 1988).

En el caso concreto de PepMV, su genoma estd compuesto por una cadena
de RNA de sentido positive de 6,4 kb (van der Vlugt y col., 2000). Mediante
analisis computacional de la capacidad codificante del RNA se ha podido mostrar
que posee 3 ORFs flanqueados por dos regiones no codificantes {UTRs) (A guilar
y col., 2002). El extremo 5’UTR presenta un tamane que oscila entre 84 y 86 nt
hasta el primer codon AUG. El extremo 3 UTR comienza con una secuencla -
CAAAACAAAA-3, idéntica en todos los aislados y posee una homologia de
secuencia significativa entre potexvirus. El extremo 3’UTR posee un tamane que
oscila entre 63 y 69 nt, seguido de una cola poliadenilada. El ORF mas proximoe al
extremo Y supuestamente codifica la RNA polimerasa dependiente de RNA
{RpRd) (163-164 kDa). Los siguientes ORFs, 2, 3 vy 4, los cuales se solapan
parcialmente en diferentes marcos de lectura, poseen la organizacion tipica de
potexvirus, de proteinas implicadas en €] movimiento, TGB, v codifican péptidos
de 26 kDa, 14 kDa y 9 kDa, respectivamente {Aguilar y col., 2002). El ORF mas
cercane al extremo 3° codifica 1a CP, con un tamane de 253 kDa, responsable de la
encapsidacion del genoma viral, y probablemente del movimiento célulaa célula e
implicada en la acumulacién de RNA viral {este Gltimo aspecto sera tratado en ¢l
Capitulo de 3 de esta tesis con mayor profundidad). La estrategia de expresion del
genoma de PepMY presumiblemente sea la misma que la de otros potexvirus
{Verchot-Lubicz y col., 2007, Verchot y col., 1998) de forma que ¢l gRNA actie
como mensajerc para la expresion de la replicasa viral mientras que los ORFs

proximos al extremo 37 se expresan a través de sgRNAs. El TGB se expresaria a

partir de dos sgRNA (sgRNAL y 2) yla CP del sgRNA3 (Figura 1 4).

13
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Figura 1.4. Organizacidn gendmica y probable estrategia de expresion de PepldV.

1.3. Biologia molecular de potexvirus

En la base de datos del Comité Intermacional de Taxonomia de Virus
{ICTV) el género Potexvirus estd compueste por 25 miembros mas 21 especies
provisionales {Adams y col., 2004). El miembro tipo de este género es PYX. A
parte de PV X, el Virus del mosaice del trébel blanco (W Aite clover mosaic virus,
WCIMY), €l Virus del mosaico del pasto setaria { Foxtai! mosaic virus, FMV), el
Virus X del cactus {Cacms virns X, CVX), el Virus del mosaico amarillo del
trebol {Clover yvellow mosaic virws, CYMY) y el Virus del mosaico del bambi
{Bamboo mosaic virus, BaMV) han sido importantes para poder definir los
posibles mecanismos moleculares gque controlan la biologia de potexvirus. PYX
ademas esta siendo ampliamente utilizado como vector viral para la expresion de
proteinas de interés en plantas {Baulcombe y col., 1995, Chapman y col., 1592b),
y ha sido una herramienta fundamental para el descubrimiento del silenciamiento
génico vy pequenos RNAs en plantas {Hamilton y col., 2002, Hamilton ¥
Baulcombe, 1999) asi como para el estudio de la resistencia a PV X mediada por
el gen Rx {Bendahmane y col., 1999). Asi, el estudic de la biologia de los
potexvirus ha contribuido de forma significativa al entendimiento de varios pasos
del ciclo viral como son la replicacion v los mecanismos de transporte de virus en
plantas, ademas de los mecanismos de resistencia de las plantas y del

silenciamiento génico.
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En el apartade 1.2.3 se ha realizade una breve descripcion de la
organizaclon gendmica de potexvirus ¥ de las funciones principales de los genes
gque codifican sus genomas. En ¢l presente apartado se trataran algunos aspectos
relacionados con los mecanismos que controlan la replicacion y movimiento, asi
como los dltimos avances relacionados con las distintas interacciones que se dan
entre los diferentes elementos virales que ocurren durante €l cicle de infeccion en

potexvirus.

1.3.1. Traduccién /replicacion del genoma viral
1.3.1.1. Proteinas implicadas en la replicacion

Durante 1a expresion del genoma viral de potexvirus, el gRNA actia como
mensajero para la expresion de la replicasa mientras que las proteinas TGBpl,
TGBp2, TGBp3 v la CP se expresan a partir de sgRNAs. Por tanto, la replicasa
viral es la dnica proteina que se traduce directamente del gRNA {a partir del
ORF1) durante la infeccion (Batten y col., 2003). Una vez traducida la replicasa,
se Inicla la replicacion del genoma viral, que incluye la sintesis de la cadena
complementaria al gRNA en primer lugar ¥ a continuacion la generacidn tanto de
sgRNAs como gRNAs de cadena positiva. En estos eventos, en los que se dan
interacciones RNA-RNA, RNA-proteina v proteina-proteina, ademas de la
replicasa viral, probablemente intervengan otros elementos virales y factores
celulares. En potexvirus, la (nica proteina por ahora descrita requerida en la
replicacién es la replicasa viral de 125 kDa {Longstaff y col., 1993). En la
replicasa de los potexvirus se han identificado 3 dominios asociados a la
replicacion que  Incluyen: un dommic en el extreme N-terminal tipo
metiltransferasa {Rozanov y col, 1992), un dominio de unién-NTP (NTP-
binding)/helicasa {Davenport y Baulcombe, 1997} ¥ un dominio en €l extremo C-
terminal RdRp (Longstaft ¥ col.,, 1993). Los potexvirus mantienen estos tres
dominios en una scola proteina en lugar de expresarlos por separado en distintas

proteinas, como en €l caso de otros virus de plantas.

FPlante y col. {2000) demostraron que la replicasa de PVX se encuentra
asoclada a las membranas celulares. Sin embargo, todavia no se sabe qué seccion
de la membrana es utilizada como centro de replicacion (Verchot-Lubicz y col.,

2007). Es posible que la replicasa contenga una secuencla que controle
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directamente €l anclaje del complejo de replicacion a la membrana o que factores
del huésped interactien con el compleje de replicacion  controlande
Indirectamente la unién de la replicasa a la membrana {Verchot-Lubicz v col.,
2007). Hasta €l momento s6lo existen especulaciones sobre si TGBp2 (proteina
esencial para €l movimiento en potexvirus) esté implicada de algim modo en la
replicacion. Estas especulaciones estan basadas en estudios reclentes realizados
por Tomrence vy col. (2006) en los que detectaron la TGBp2 del Virus del mosaico
rayado de la cebada (Barfey siripe mosaic virus, BMSY, hordeivirus) en el
cloroplasto en presencia de la replicasa. Aungque por ahora no se haya demostrado
gue otras proteinas virales, a parte de la replicasa, estén Involucradas en la
replicacion, si que se conocen elementos de RNA que actdan en cis en la

replicacion y/o traduccidn del genoma viral, como se describe a continuacion.

1.3.1.2. Elementos de RNA que actuan en ois

Durante el ciclo de replicacion de los potexvirus se producen Interacciones
dinamicas entre diferentes elementos de RNA del genoma viral v 1a maquinaria de
replicacion. Estos ¢lementos, gque en algunos casos forman estructuras
secundarias, se encuentran situados en los extremos terminales del genoma
{UTR y 3UTR) (Figura 1.3} y también en regiones intermas como en
promotores de sgRNA (Hu y col., 2007). Dichos elementos son esenclales para la
sintesis y/o traduccion del RNA viral ademas de estar implicados en otros
procesos, como se vera mas adelante {Kim y Hemenway, 1996; Pillai-Nair y col,,

2003).
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Figura 1.5. Elementos de RNA que actian en cdis. El diagrama de cajas representa la
organizacion gendmica de PYX. Las cajas representan ORFs y 1as lineas secuencia de RN A.
El nombre de cada ORF se encuentra debajo del esquema genoma. Las regionez 37 y 37 ze
encuentran detalladas (ze indican 5L 5°-5L1, 3°-5L2, 5'-5L3, 3'-5L1 y 3'-5L2) Las
regiones sombreadas y rayadas, representan regiones importantes de los extremoz 37 y 3
UTR que controlan la sintesis de RNA, la encapsidacion ¥ movimiento del virus. Las
longitudes que se especifican corresponden a PY X La longitud de los extremos 53° ¥ 3" UTR
puede que varie ligeramente entre potexvirus (Yerchot-Lubicz y col., 2007

A, Elemerntos situados en ef extremo Y UTR

A. 1. Elementos de RN A importantes para la traduccion del genoma viral

La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha sobre el papel que
Juegan los elementos de RNA durante la traduccidn de las proteinas de PYX se
han centrado en el estudic de la relacidn entre €l extremo 3UTR y la traduccidn
de la replicasa {Batten y col., 2003). Smirnyagina y col,, (1991} describieron por
primera vez que los primeros &1 nt del extremo ’UTR de PVX contenian dos
reglones: una region o (del nt 1 al 41; rica en CA) y otra regidn [ {del nt 42 al
&4). Smimyagina y col. (1599]) observaron que situando estas regiones of3-

promotoras a mas de 150 nt del extremo 3 del ORFI, aguas arriba de un gen
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delator, aumentaba la eficiencia de la traduccidn de este gen en ensayos in vive €
irt vitro. Por otro lado, Tomashevskaya y col. {1993} encontraron gue =1 alteraban
la secuencia de la region [ se producia un descenso de la traduccidn in vitrg. De
mode similar, Kim y Hemenway {1596} describieron que esta modificacion en la
region P provoca un descense en los niveles de acumulacion de gRNA de sentide

negativo.

A2, Elementos de RNA que regulan la replicacion

Analisis basados en la delecion o mutacion de los primeros 84 nt del
extremo ¥UTR de PVX han demostrado que en esta region existen maltiples
elementos esenclales para la replicacion (Miller y col., 1999). Ademas, ¢l analisis
de la estructura secundaria del extremo 37 terminal desveld que en los primeros
182 nt se forman dos estructuras tipe tallo-bucle (Stem-Loop, SL), conocldas
como 3°-SL1 y 5°-5L2 (Figura 1.5.), que estan implicadas en la replicacion {Kim
y Hemenway, 1996). Por tanto, la region activa se extiende hasta unos 100
nucledtidos dentro del ORF1 (Verchot-Lubicz y col, 2007). El 5°-S5L1 es
multifuncional, contribuye a la replicacion del virus, movimiento cé€lula a célula y
ensamblaje del virion. Kwon y Kim {2006) demostraron que tanto la estructura
del 5°-5L1 como la secuencia GAAA situada dentro del bucle de dicho 5L, eran
esenclales para la sintesis de RNA de cadena positiva. Ademas, observaron que
cambios en el 3°-5L 1 también afectaban a la acumulacién del sgRNA requerido
para la produccion de CP. Kwon y Kim (2006) sugirieron que tras la
desencapsidacion, las proteinas del huésped eran capaces de reconocer 5°-5L1

promoviendo la traduccidn o replicacion del gRNA.

Ademas, el 3°-5L.1 puede que regule la produccion de CP y TGBpl por
complementariedad a elementos situados en los promotores subgendmicos
{subpgenomic RNA promoters, SGOPs) (Kim vy Hemenway, 1999). Los potexvirus
sintetizan 3 sgRNAs a partir de los cuales expresan €l TGB y la CP {(Huisman ¥y
col., 1988; Lee v col.,, 2000). En ¢l extremo 3 UTR del genoma de PVYX se ha
identificado una secuencia de 8 nt {AACUAAAC) gue es complementaria a un
motive de 8 nt {GUUAAGUU) conservade entre potexvirus situado en los SGPs
de los sgRNAs de 1a TGBp!l y CP {Batten y col., 2003) {Figura 1.6.). Cualguier
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mutacién que altere el grado de complementariedad entre estas secuenclas de
PV X provoca una reduccion en la sintesis de RNAs de cadena positiva {gRNA v
sgRNA) sin que se vea afectada la sintesis de RNA de cadena negativa (Kim ¥
Hemenway, 1959). La complementariedad entre dichas regiones puede que
provoque cambios en la conformacion del RNA wviral dando lugar a nuevas

“formas activas” requeridas para la transcripcion (Figura 1.6.) (Hu y col., 2007).

i

Figura 1.6. Representacion esquematica de interacciones a larga distancia que regulan la
sintesis de RNA. (a) Los cuadros grises representan elementos de ENA que son
complementarios entre si. Debajo del genoma se encuentran representados los tres
subgendmicos. (b Interacciones entre ¢l extremo 3'UTR y los promotores subgendmicos del
sgRNAL y sgRNAS3. Estas interacciones son necesarias para que la replicaza (dvalo
grizacea) sintetice sgRNAs (Werchot-Lubicz y col, 2007

Solapando con el 5°-SL1 hay una secuencia de 5 nt {ACCAA) que se
repite varlas veces en €l extremo UTR. En PV X, esta secuencia repetida se ha
demostrado que es capaz de unirse a una proteina celular de 54 kDa (p34) que

también es importante para la replicacion {Kim v col., 2002 ).

B. Elemernros situados en ef extremo 3'UTR

El extremo 3°UTR de PVX, que tiene 74 nt de longitud, también contiene
elementos que actian en cis que controlan la acumulacion tanto de la cadena
positiva como de la cadena negativa. El estudio de la estructura secundaria
permitid identificar 3 SL: 3°-SL1, 3°-8L2 y 3"-5L3 {Figura 1.5). Los elementos
del 3’UTR requeridos para la sintesis de la cadena negativa incluyen el 3°-SL3
entero con la secuencia de 6 nt situada en el bucle del 3°-5L.3, €] lado 37 del tallo
del 3°-5L2 (region rica en U) y la cola poliadenilada {Batten y col., 2003). E1 3°-

SL1 no es esencial para la sintesis de la cadena negativa (Pillai-Nair y col., 2003).
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La region rica en U situada en ¢l tallo del 3°-5L2 se ha demostrado que tiene
capacidad de union a factores del huésped gque probablemente sean necesarios
para la multiplicacion del virus (Sriskanda y col., 1996). Estudios reclentes
demuestran que para la sintesis de la cadena negativa es necesario que ocurran
Interacciones entre una secuencia de 0 nt presente en el 3°-81L.3 y la secuencia de 8
nt presente en los SGPs. Por tanto, los elementos conservados en los extremos del
genoma interactian con €l mismo grupo de elementos intemos para la sintesis del

RNA (Figura 1.6) {Verchot-Lubicz v col., 2007).

Ademas hay dos regiones ricas en AU cercanas a la cola poliadenilada
conocidas como “elementos cercanos aguas amiba” | oy 2 {near upstream
elements, NUEl y NUEZ2) que contribuyen a la acumulacién de RNA de cadena
positiva {Huang y col., 2001). Mutaciones en NUE] y NUEZ afectan mas a la

sintesis de gRNA de cadena positiva que a la sintesis de cadena negativa.

C. Promotores subpendmiros

La generacion de sgRNAs es una de las estrateglas utilizadas por los virus
de RN A de sentido positivo para la expresion de los genes proximos al extreme 37
del genoma. Los sgRNAs se generan durante la infeccidn y sirven como
mensajeros a partir de los cuales se van a expresar proteinas que normalmente son
utilizadas por el virus en etapas intermedias o tardias en el ciclo de infeccidn viral
{Miller ¥ Koev, 2000). 5 han propuesto varlas estrateglas para la generacion de
sgRNAs. Las mas comunes entre virus de plantas som: la iniciacion interna, en la
que la replicasa inicia la transcripcidn de sgRNA intermamente en el gRNA de
cadena negativa (Miller y col,, 1985) ¥ la terminacion temprana, en la que se
produce una terminacion temprana de la sintesis de la cadena de RNA negativa, la
cual servira de molde para la generacion del sgRNA (St y col,, 1998). Existen
otros mecanismos para la generacion de sgRN A, aungue menos comunes y poco
conocidos, como la transcripcidn discontinua u otros que incluyen fendmenos

como el splicing del gRNA {(Koev y Miller, 2000).

La estrategia utilizada por potexvirus para la generacion de sgRNAs es la
de Iniclacion intermma (Kim y Hemenway, 1897). Como se ha comentado en el

parrafo anterior, la replicasa inicla la transcripcion de los sgRNAs intermamente
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en ¢l gRNA de cadena negativa. En este caso, la RpRd reconoce una secuencia
dentro del gRNA de cadena negativa a partir de la cual inicla la sintesis de los
sgRNA (Figura 1.7). Esta secuencia es conocida como promotor del sgRNA,

SGP.

Iniciacion interna

Hepl icasaviral| + factores celulares

Heglﬁnspar:mnmm‘/ fInicio de |a transeipeion sgRNA (+)
[

Figura 1.7. Representacidon esquemdtica del mecanismo utilizado por potexvirus para la
generacidn de sgRIMNA, conocido como iniciacion interna. Las barras grises representan
gRMNAs de cadena positiva y negativa y la barra roja, sgRINA. El cuadro rojo marcalaregidn
que va a reconocer la replicasa viral para iniciar la sintesis del sgRNA (regidn promotora de
sgRMA, SGP). Lalinea discontinua indica el lugar de inicio de latranscripcion del sgRNA.

El mapeo de SGPs en algunos potexvirus indica que poseen un tamano que
oscila entre los 150-100 nt y suelen encontrarse localizados aguas arriba del codon
de inicio del ORF en la cadena negativa de gRNA (Koenig y col., 2006; White ¥
col, 1992). En la mayoria de los casos, nucledtidos situados aguas abajo del
codén de inicio del ORF también forman parte del SGP, y su funcidn
generalmente es la de potenciar la sintesis de los sgRNA (Lee v col,, 2000). Lee v
col. {2000) estudiaron el SGP de la CP en BaMV mediante deleciones vy
mutaciones ¥ concluyeron que esta region se encuentra localizada a 91 nt aguas
arriba ¥ a unos 34 nt aguas abajo respecto del sitio de inicio de 1a traduccion de la
CP, dentro de los cuales existe un ndmerc minimo de nt esenclales para la sintesis

del seRNA {Lee y col., 2000).

En virus como TMV (Grdzelishvili y col., 2000) o el Virus del mosaico de
la alfalfa (Affalfa mosaic virus, AMV) {(Van Der Kuyl y col., 19%0), donde los
SGPs estdn muy caracterizados, se han determinado regiones con un ndmero
minime de nt esenclales para la sintesis del sgRNA gque contienen elementos que
potencian la sintesis, denominadas “niclec del promotor” {core promoter). Lee v

col. (2000) determinaron el nicleo del SGP de BaMV entre los nt -39 y 436,
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tomande como +1 ¢l sitio de Inicio de la traduccidn de la CP {Figura 1.8). Para
PVX se encuentra entre los nt -39 ¥ +19 {Chapman vy col,, 1992a) y en el ¥irus X
del zigocactus {Zigoractus virus X, ZVX) a -39 y +16 nt {Keenig y col., 2006).

at
:9 o ORF CP

BaMV ;

-54 nt +36 nt
PVX  “m=m sant
VX -39 nt : +16 nt

Figura 1.8. Fosicidn del promotor del sgENA de 1a CF en potexyirus. Los ndmeros indican la
posicidn de los extremos 37 ¥ 3' del promotor respecto del coddn de inicio de 1a traduccidn de
la CP (lalinea discontinua corresponde al nt +1, situado en el atg).

En algunos casos, como en PVX, existen ademds elementos situados en los
extremos terminales del genoma gque interactdan en cis con el SGP (por
complementariedad de secuencia) esenciales para la generacion del sgRNA (Hu y
col., 2007, Kim y Hemenway, 1999). En la mayoria de los casos, la mutacién o
delecidn de alguno de los nucledtidos situados en el nicleo del SGP puede reducir
significativamente o incluso anular la sintesis de sgRNA {Grdzelishvili v col.,
2000; Kim ¥y Hemenway, 1997). El alincamiento de los 5GPs de los sgRNAs del
ORF2 (TGBpl) v la CP entre varios potexvirus muestra la existencla de una
secuencia de & nt altamente conservada (3’-GUUAAGUU-5") localizada aguas
arriba respecto del sitio de inicio de los ORFs {Skryabin y col., 1588}, 1a cual se
ha demostrado que es indispensable para la actividad del promotor {Kim vy
Hemenway, 1997; Lee y col, 1998, White v col., 1992). La distancia entre el
codon de inicio del ORF y el motive de & nt varia entre potexvirus {(Kim y
Hemenway, 1997). Las secuenclas promotoras de los sgRNAs a menudo forman
estructuras SL, supuestamente para facilitar la interaccion de esta regidn con la
transcriptasa (L1 y Wong, 2006). Generalmente, se requiere la combinacion de la
secuencia primaria con la estructura secundaria para que se inicie la transcripcion

ir vivo {Lee y col., 2000).
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1.3.2. Movimiento célula a célula

L os potexvirus requieren de 4 proteinas para €l movimiento célula a célula.
Tres de ellas estan codificadas por €l TGB {ORFs 2-4). 5e ha propuesto que la
proteina de 25 kDa codificada por el ORF 2 (TGBp!) se expresa desde su propio
sgRNA (2,1 kb), mientras que las proteinas de 12 (TGBp2) v 8 kDa {TGBp3),
derivadas de los ORFs 3 y 4, respectivamente, se expresan desde otro sgRNA
bicistronice mas corto {14 kb) {Verchot y col., 1998). La CF, €l cuarto producto
requerido para el movimiento del virus, se expresa desde su proplie sgRNA.
Aungue han sido objete de intensos estudios, todavia no se dispone de
informacién suficiente para poder explicar completamente come se coordinan
estas proteinas para facilitar el movimiento del virus cé€lula a célula y a través del

floema.

1.3.2.1. TGBp1, TGBp2 y TGBp3

Las proteinas del TGB poseen distintas funclones. Varlos experimentos
indican que las proteinas del TGB poseen un patron de acumulacion intracelular
muy complejo v que probablemente cooperen desde distintos compartimentos

subcelulares para promover la infeccidn viral (Samuels y col., 2007).

TOBpl es una proteina multifuncional requenida para el movimiento
célula a célula. Desencadena la dilatacion de los plasmodesmos, posee actividad
helicasa vy puede que sea un componente activo del complejo ribonucleoproteico
{vRNP) (formado por RNA viral-CP) que circula entre c€lulas transfiriendo las
unidades infecciosas {Verchot-Lubicz, 2005%). Ademas, la TGBpl de PVX,
también se ha demostrado que actia como supresor de silenclamiento {Yoinnet y
col, 2000) v al igual que otros factores supresores de silenciamiento ha sido
localizada en nicleo y en ¢l citoplasma de las células infectadas (Samuels y col.,

2007).

La proteinas TGBp2 v TGBp3 de potexvirus se encuentran unidas al
reticulo endoplasmatice {RE) ¥ seglin algunos autores modulan las funciones de
TGBp! {Yang y col., 2000). El analisis de la secuencia de aminoacidos en la
region N-terminal transmembrana de TGBpZ2 mostrd que £sta posee 2 dominios

trasmembrana y que TGBp3 posee uno (Mitra v col, 2003). Mutaciones que
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alteren la asoclacion de estas proteinas con las membranas también inhiben la
capacidad de movimiento del virus, lo cual indica que la asociacion con el RE es

Importante.

La proteina mas conservada de estas tres es la TOGBp2 y se ha demostrado
que se encuentra asociada a vesiculas granulares, las cuales parecen ser
estructuras derivadas del RE {Ju y col.,, 2005). Recientemente, Ju y col. {2007}
demostraron gue la mutacion de los residuos mas conservados en la TGOBp2
eliminaban la asociacién de esta proteina a las vesiculas granulares y que ademas
también inhibia el movimiento célula a célula del virus. Por tanto, con estos datos
estos autores sugirieren que estas vesiculas pueden estar implicadas directamente

en el movimiento.

Recientemente Lin y col. (2006) demostraron que la TGBp3 es necesaria
para €l movimiente célula a célula en BaMV asi como lo demostraron Lough ¥
col. {1958) para WCIMYV; sin embargo existe clerta controversia sobre si esta
proteina es necesaria para el movimiento c€lula a célula de PV X {Batten y col.,
2003). Lough v col. {2000) sugirieron que la TGBp3 funcionaba intracelularmente
facilitando la circulacion de TGBpZ2. Por otro lado, Krishnamurthy y col. {2002)
demostraron que el movimiento intracelular de TGBp2 v TGBp3 es dependiente
del huésped y del estade de desarrollo de las hojas; este autor también sugirié que
mientras que la porcién C-terminal de TGBp3 no es necesarla para €l movimiento

célula a célula silo es para el transporte vascular.

1.3.2.2 La CP y el movimiento célula a celula de los potexvinus

La CP de PVX es la dnica proteina viral que se ha localizado a altas
concentraciones en los plasmodesmos de c€lulas infectadas con PYX, aunque el
papel de la CF en los plasmedesmos todavia esta por determinar. Segin algunos
autores la CP forma un complejo vRNP con el RNA durante el movimiento
intercelular de PVX a través de los plasmodesmos y durante €l movimiento a
larga distancia {Cruz y col.,, 1598, Lough y col, 2001} El complejo vRNP
Interactda con las proteinas de la entrada de los plasmodesmos provocande su
dilatacion y permitiendo asi el transito del virus de célula a célula. Estudios
recientes en PVX, CVX y FMV muestran que la CP de los potexvirus se

encuentra localizada en los plasmodesmos durante la infeccion. Experimentos de
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microinyeccion llevados a cabo por Lough y col. {(2000) mostraron que la TGBp!
de potexvirus provocaba la apertura de los plasmodesmos pero que la CP no,
sugiriendo que estas proteinas deben actuar juntas promoviendo la apertura de los
plasmodesmos y el transporte célula a c€lula. Estas observaciones apoyan al
modelo propuesto sobre la formacion de un complejo TGBpl-vRNP-CP que
circula entre las cé€lulas a través de los plasmodesmos (Lough y col., 2001). Este
modelo esta influenciado por otros elaborados para otros virus como €l propuesto
para TMV ¥ el Virus del mosaice de la coliflor {Cauliflower mosaic virus,
CaMV), en los que las proteinas del movimiento se unen a una cadena de RNA de
forma no especifica formando estructuras vRNP lineares que se mueven de una

cé€lula a otra ( Verchot-Lubicz y col., 2007).

A pesar de las observaciones anteriormente expuestas existe clerta
controversia en cuanto al modelo de transporte propuesto, pues se dispone de muy
poca Informacién que demuestre que las proteinas del TOB  interactien
directamente con la CP y formen un “complejo de transporte” {Samuels y col,,
2007). Aungque parece razonable asumir que TGBp2 y TGBp3 coordinan el
transporte del complejo TOBp! -vRNP por los laterales v a lo large del ER hacia
los plasmodesmos {Lucas, 20060), hay evidencias mas recientes de que la TGBp2
de PVX induce vesiculas necesarias para €l movimiento c€lula a cé€lula (Ju y col.,
2007). Por tanto, se ha propuesto un modelo altermmativo de transporte a través de
vesiculas donde 1a TGBp! s6lo actuaria desempenando una funcidn como guia de
las particulas infecciosas a través de los plasmodesmos {Verchot-Lubicz y col.,

2007).

1.3.2.3. Elementos de RNA implicados en el movimiento

Existen evidencias recientes acerca de que elementos situados en ¢l
extremo ¥ -UTR de PVX estan implicados en el movimiento. Lough v Lucas
{2006), mediante un analisis por delecion del extremo 3°UTR, identificaron un
segmente de RNA implicado en el movimiento célula a célula, al que
denominaron “codige zip de RNA” (RNVA zip code). Diversas deleclones en los
primeros 107 nucledtidos del genoma de PVX anulaban el movimiento del virus
indicando que ¢l extremo 2°UTR era un elemento active no solo en la replicacion

sino también en €l movimiento (Lough ¥ Lucas, 2006). El modelo de interaccion
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que proponen €s que una vez sintetizados los sgRNAs y traducidas las proteinas
virales, la CP desplaza a los factores celulares produciéndose la union de ésta con
el 3°-5L1. Como la CP es necesaria para €l movimiento cé€lula a c€lula, la unidn
de esta proteina al SL probablemente secuestre a los RN As tras su replicacion y

los transfiera a las células adyacentes.

1.3.3, Movimiento a larga distancia

Para que un virus invada una planta de forma sistémica deben darse una
serie de Interacciones compatibles virus-planta, de modo que éste sea capaz de, en
primer lugar, multiplicarse en la c€lula inoculada y después, moverse a través de
los plasmodesmos a las células adyacentes. Para wvirus  transmitidos
mecanicamente como los potexvirus, la infeccion se inicia en las células de la
epidermis y se distribuye mediante €l movimiento c€lula a célula via mesofilo y
células de la vaina del haz vascular hacia las células del parénguima vascular y
células acompanantes. Para que ocurra el movimiente a larga distancia, €l virus
debe llegar a los tubos cribosos. Una vez en ¢l floema las particulas virales se
distribuyen por la planta a través de los mismos canales que los fotoasimilados y
demas solutos {(Cruz y col, 1998). Los mecanismos que utilizan los virus

implicados en la entrada y salida de los tubos cribosos todavia estan por conocer.

Como se ha expuesto en apartados anteriores, los mecanismos moleculares
gque controlan el movimiento célula a célula de los potexvirus estan siendo
profundamente investigados, sin embargo los estudios centrados en dilucidar la
base de los mecanismos que controlan el movimiento a larga distancia son mas

escasos, por lo gue existe poca iInformacion disponible.

Varios estudios han demostrado que tanto las proteinas del TGB como la
CP y las Interacciones que s¢ dan entre ellas son necesarlias tanto para el
movimiente c€lula a c€lula come para el movimiento a larga distancia {Cruz y
col., 1998, Lin y col., 2006; Lough y col,, 2001). El estudio de virus mutantes de
PVX, WCIMY, Cymbidium mosaic virus (CymMV) o BaMV que carecian de
algunas de las funciones del TGB o CP ha demostrado que el movimiento de éstos
se encuentra limitado a c€lulas (nicas de la epidermis {Ajjikuttira v col., 2005,

Cruz y col., 1598; Chapman y col., 1992b; Lin ¥ col., 2006; Lough y col., 2001).
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Las dnicas proteinas que s¢ ha demostrado que circulan a través de los
plasmodesmos y se han localizado en el floema son la TGBpl v la CP {Cruz ¥
col., 1998; Lough y col., 1998). La capacidad de la TGBp] para moverse célula a
célula y por el floema puede que se¢ deba a dos razones principalmente. La
primera, es que la TGBpl sea requerida para mediar interacclones entre
componentes virales en el proceso de transporte del RNA viral hacia el floema
{Lough vy col., 1998), pues segiin el modelo de transporte propuesto por Verchot-
Lubicz y col. (2007) esta protelna actuaria como guia dirigiendo el paso del virus
a través de los plasmodesmos y hacla el floema. Y la segunda se debe a su
actividad supresora de silenciamiento. 51 el silenciamiento de RNA es un sistema
de defensa activo del huésped que restringe la dispersion de la infeccidn viral,
entonces la TGBpl puede que se mueva célula a célula, por delante del frente de
infeccion como medida para parar o bloguear ¢l silenciamiento de RNA {Verchot-
Lubicz., 2005). Por tanto, 1a co-traslocacion de 1la TGBp! vy supresion del sistema
de defensa de la planta probablemente sirvan de ayuda al virus para establecer una

infeccion sistémica.

1.3.4. Supresion del silenciamiento génico

For silenciamiento de RNA se entiende la supresidn especifica de la
expresion génica mediada por RNA y dirigida a RNA {Baulcombe, 2002
Camington y col., 2001; Vance v Vaucheret, 2001, Waterhouse y col., 2001). El
silenciamientc de RNA o silenciamiento génico postranscripclonal {(Faost
Transcripeional Gene Silencing, PTGS) es un sistema de vigilancia del RNA
conservado entre eucariotas y que actda como mecanismo de defensa natural
frente a acidos nucleicos Invasivos {virus, transposones y Qulzas, secuenclas
genomicas altamente repetitivas) {Wang y Metzlaff, 2005). En plantas el PTGS
opera como sistema de defensa frente a virus (Baulcombe, 2004). Una
caracteristica importante del silenciamiento de RNA en plantas es que puede
actuar en lugares diferentes a las c€lulas en las que inicialmente se manifestd, lo
gque muestra que la senal de silenciamiento se mueve entre células y a través del
sistemna wvascular de modo que impide €] movimiento del virus. Aungue se
desconoce la 1dentidad de esta senal es probable que implique acidos nuclelcos

porque media un efecto especifico de secuencia (Bayne y col., 2003).
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Voinnet y col. (2000) realizaron una serie de experimentos utilizando
como sistema experimental mutantes de PVX a partir de los cuales establecieron
gque la proteina de movimiento TGBpl poseia una capacidad adicional como
supresora de silenciamiento. Ademas describieron que esta proteina debe interferir
en algunc de los pasos de la fase de iniciacion del PTGS, probablemente
impidiendo la conversidn del ssRNA en dsRNA. Mas recientemente, Bayne y col.
{2003) demostraron que €l movimiento célula a c€lula de PVX era dependiente de
la supresion del silenciamiento de RNA. Bayne y col. (2005 analizaron una serie
de mutantes de PVX, introduciendo mutaciones aleatorias en la TGBpl, y
observaron que en la mayoria de mutantes que perdian la capacidad supresora de
silenciamiento se inhibia €l movimiento célula a c€lula, 1o cual indica que se trata
de procesos coordinados. Sin embargo, también identificaron mutantes en los que
la TGBpl mutada actuaba como supresora del silenciamiento perc que no era
funcional para el movimiento c€lula a c€lula. Por tanto, concluyeron que la
supresion del silenclamiento es necesaria pero no suficiente para el movimiento
celula a celula y a larga distancia de PVX. Por otro lado, Schwach y col. {2003)
demostraron que la invasion sistémica de PYX en los meristemos de las plantas
infectadas era dependiente de una RdRp codificada por el huésped, la cual es una

parte Integral de 1a maquinaria de silenciamiento de RNA.

1.3.5. Estructura y ensamblaje

En la caracterizacion de los viriones del Yirus del mosaico del narciso
{Narcisus mosaic virus, NMY) y de PVX, se ha observado que ambos poseen
estructuras similares, con altos contenidos en o-helice (Batten y col., 2003). La
hélice de PVX tiene 8,73 subunidades de CP por vuelta. NMVY tiene
aproximadamente & subunidades por vuelta y un radio de 5,5 nm {Blanch y col.,
2002, Kendall y col., 2007, Parker y col., 2002). Kendall y col. {2007} sugieren
gue todos los miembros de potexvirus contienen cerca de & unidades de CP por
vuelta de hélice. Segin algunos autores los viriones de los potexvirus se
encuentran rodeados por una columna de meléculas de agua ordenadas que puede
gque Jueguen un papel significative en el mantenimiento de la estructura de la

particula {Atabekov y cel., 2007, Baratova y col., 2004).
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Cuando se expresan subunidades de 1a CP de PVYX o del Virus del mosaico
de la papaya (FPapava maosaic virus, PapMVY) en Escherichia coli, en ausencia de
otros componentes virales, €stas forman discos y particulas vacias parecidas a
virus (virus-like particles, VLPs) las cuales han sido muy valiosas en estudios
sobre los requerimientos del virus para su ensamblaje (Figura 1.9} {Tremblay y

col., 2006},

Figura 1.9 Maorfologia tipica de particulas virales de potexyirus. A) Particulas virales
de Papi, B) WPL de PapMV¥. Fotografias tomadas al microscopio electronico.
Barras de 200nm (Tramblay y col_, 2006
S¢ ha propuesto que durante la infeccion, la CP de PapMV forma discos
que se acumulan hasta que hay una cantidad suficiente de RNA viral vy entonces se
produce el empaguetamiento. Probablemente debido a la poca afinidad de las
particulas de la CP con el RNA viral sea necesaria una gran cantidad RNA viral
para que se produzca el empagquetamiento. El ensamblaje de PapMV, como en
otros virus, €5 un evento que ocurre mas bien tarde en el ciclo de infeccidn, pues
posiblemente sea dependiente de que haya cantidades abundantes tanto de discos

comode RNA gendmico {Tremblay y col., 2006).

La region de la CP involucrada en la unidn al RNA de PapMV se
encuentra localizada entre los amincacidos 99 y 130 (Lecours y col., 2006).
Probablemente €l extremo N-terminal de la proteina esté€ expuesto hacia fuera de
la superficie del virion y sea crucial para que ocurra €l ensamblaje y puedan darse
interacciones entre las distintas subunidades {Tremblay y col., 2006). En el
extremo N-terminal de la CP hay 6 residuos de serina que podrian ser dianas de
fosforilacion para las kinasas del huésped (Tremblay vy col, 2006). La
fosforilacién de la CP de PV X se ha demostrado que potencia la traduccion del
genoma viral sugiriendo que la fosforilacion podria  desestabilizar las

interacciones entre las subunidades promoviendo el desensamblaje del virus
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{Lecours y col., 2006). También hay evidencias de que el extremo N-terminal se
encuentra glicosilado en plantas infectadas {Tozzinl y col., 1994). La glicosilacion
es critica para el mantenimiento de la capa superficial de moléculas de agua, la
cual a su vez puede que seca importante para €l manteniende de la estructura del
virion {Atabekov vy col., 2007). Tales cambios, como la fosforilacion o
glicosilacion, puede que sean esenclales para el desensamblaje del virus y podrian
explicar la observacion de estructuras anormales en varlos trabajos de microscopia

electronica {Baratova y col., 2004; Chapman v col., 1592a).

En el extremo 3’ del genoma de los potexvirus se ha encontrade una
secuencia responsable del ensamblaje. En un principic se demostré que la
secuencia situada entre los nt 37 y 47 del extremo 3 era suficiente para ser el
origen del ensamblaje {Origin of assembly sequence, OAS) en PapMYVY (51t v col.,
1594). Curliosamente, este segmento reside en los 107 primeros nt, definido como
codigo zip de RNA, que es requerido para el movimiento célula a célula, ¥ solapa
con el 5°-5L.1 necesario para la replicacion. Segim Kwon y col. (2005) el 57-5L1
de PVX actia como OAS.

Por otro lado, se ha llevado a cabo una serie de experimentos para explorar
la posible implicacion de 1a TGBp! en el ensamblaje y desensamblaje de PVX. En
extractos de germen de trigo, los virlones de PV X no poseen capacidad para
traducirse por si solos, sin embarge, cuando se anadian cantidades crecientes de
TGBpl, los viriones adquirian la capacidad para traducirse {(Atabekov y col.,
2000). El modelo propueste sugiere que la TGBpl remodela las particulas virales
de tal mode que el RNA queda expuesto para la traduccién. De acuerdo con este
modelo, la TGBp! se une a unc de los extremos del virion desestabilizando las
particulas. Estas particulas, donde la TGB! se encuentra unida a un extremo, son
conocidas come particulas de cola Gnica {Single Tailed Particles, STPs). Karpova
y col. (2006} sugirieron que s1 el RNA de PVYX en estado de STP era traducible
peroe en forma de virion no, posiblemente la union de TGBpl al virién se
produzca en una fase temprana de la infeccién. Por tanto, de acuerdo con estas
observaclones, puede que la fosforilacion de la CP desencadene la traduccion ¥
que se Inicie asi €l ciclo de infeccion viral. Conforme el virus se desplaza célulaa
celula, el TGBp! puede que funcione promoviendo €l movimiento de las 5TPs a

las células vecinas o puede que funcione en la misma c€lula de acogida
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asegurando que los complejos CP-RNA permanecen traducibles {Zayakina y col.,

2008).

Por tanto, cuando el virus entra en la célula, el desempaguetamiento
probablemente empiece con la ayuda de las kinasas del huésped y conforme el
virus continda replicandose y moviéndose, la TGBp! puede que actie realizando
una funcién similar a la de las kinasas, eliminando 1a dependencia del virus del

huésped para iniclar la traduccion del RNA.

1.4. Uso de la resistencia genética como estrategia de

control de enfermedades causadas por virus

Los métodos de control de virosis utilizados mas ampliamente son: (1) €l
emplec de medidas sanitarias y practicas culturales encaminadas a conseguir la
prevenclon o el retrase de la enfermedad, entre las que se encuentran ¢l empleo de
protecciones fisicas frente a vectores {e]. mallas antipulgones), el uso de semillas
libres de virus, la obtencion de material libre de virus propagado vegetativamente
y la eliminacién de malas hierbas que puedan actuar come reservorios de virus,
{2) el emplec de productos quimicos contra vectores, con €l objeto de minimizar
la transmisién de virus y, (3) el control bioldgico, basado en el empleo de
enemigos naturales de los vectores {depredadores, parasitos y patdgenos) v en ¢l
emplec de variedades resistentes o tolerantes bien al vector de transmision o al
virus transmitido {Hadidi, 1998, Hull, 2002; Jones, 1998, Khetarpal y col., 1598;
Lecoq y col,, 2004; Maury, 1958; Moriones y Luis-Artega, 1996; Perring vy col.,
1989,

La utilizacidn de variedades resistentes, siempre que sea posible, es uno de
los pilares fundamentales de los programas de control integrado de virosis {Hilje ¥
col.,, 2001). El usc de resistencla genética a virus ha sido la principal estrategia y
en ocaslones ha resultado ser la Gnica para controlar determinadas enfermedades
virales {Fraser, 159{)). Este método de control es el que se considera mejor a largo
plazo, ya que respeta la fauna autdctona de la zona afectada y permite la
aplicacion de otros métodos de control complementarios. Por ello, la

identificacion de fuentes de resistencla a enfermedades virales y su aplicacion es
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una de las estrategias mas deseables para reducir las pérdidas que causan los virus

{Gomez v col, 200%9a; Khetarpal y col., 1598).

En el proceso de obtencion de varledades resistentes los mejoradores
deben abordar distintos pasos sucesivos para alcanzar este fin. En primer lugar es
necesaria la identificacion de fuentes de resistencia. Una vez localizadas, es
necesario estudiar la herencia genética ya que €l conocimiento de este punto es
esenclal para definir la estrategia para la introgresion del gen o de los genes
implicados en la resistencia. También es interesante definir cudl es el mecanisme
implicado en la resistencla que permite al huésped inhibir o impedir la invasion

por el patégeno {Gomez vy col., 200%a; Khetarpal y col., 1938).

1.4.1. Basqueda de fuentes de resistencia

La obtencién de resistencla a virus s¢ basa principalmente en el
aprovechamiento de la gran variabilidad genética que presentan las especies en
general (Michelmore, 2003; Maule v col., 2007). El primer paso en la mejora de
resistenclas, como s¢ ha comentade en el parrafo anterior, consiste en la
caracterizacion de colecciones de gsermoplasma de la especie con respecto a su
susceptibilidad a un virus. En las colecciones que se analicen es convenlente
abarcar la mayor variabilidad genética posible. 51 no se dispone de datos sobre
este aspecto, suele ser (til incluir todos los genotipos posibles provenientes de
centros de origen y diversificacion de la especie en cuestion. También suele ser
Interesante  Inclulr genotipos que no  tengan barreras infrangueables de
compatibilidad sexual con la de interés. Con bastante frecuencia, no es posible
encontrar resistencia para un cultivo y virus en particular. Asi, por ejemplo, ha
side muy complicada la localizacidon de resistencia al Virus del amarilleo
occidental de la remolacha {(Beer western vellows virus, BWYV) en lechuga de
forma que el estudio de 70 cultivares y 300 lineas de mejora fue infructuose
{Watts, 1975}, aungque estudios posteriores permitieron localizar algunas fuentes
de resistencia (Maisonneuve v col.,, 1991). Del mismo medo, tampoco se encontrd
resistencia al Virus del amarilleo de la remolacha {Beer vellows virus, BYV) en

remolacha (Russell, 1960).
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Las principales fuentes de resistencia genética s€ han localizado en los
centros de origen de la especie analizada ademas de en las areas de diversificacion
de las especies cultivadas. Este es el caso, por ejemplo, de las especies de
Solanum como fuentes de resistencia al TSWV {Rosellé y col,, 1899), TYLCV
{Pico y col., 1996; Zacay v col., 1991} o al Virus del enrollado de la hoja de la
patata {Potato leafroll virus, PLRY) {(Barker y col.,, 1999). Esto se ha asociado
con el hecho de que en los centros de origen y areas de diversificacion las plantas
han estado sometidas durante largos periodos de tiempo a la presion de plagas ¥
enfermedades lo que puede haber permitido la selecclon y acumulacidon de

resistencias {Leppik, 1970

Es deseable disponer de un buen conocimiento de la variabilidad del virus
en la zona donde se pretende emplear las variedades resistentes. Lafs) cepafs)
usadas en la inoculacidn pueden ser determinantes para el €xito del programa de
mejora, ya que es frecuente la obtencidn de resistencia especifica a patotipos
concretos. Este es el caso, por elemplo de la resistencia de tomate a TMY
{Pelham, 1972}, del guisante al Virus del mosaico del guisante transmitido por la
semilla (Pea seed-borne mosaic virus, PSbMY) (Alconero y col, 1986), la
lechuga al Virus del mosalco de la lechuga {(Lettuce maosaic virus, LMV) (Pink ¥
col, 1992) y el melon al Virus del amarilleo del calabacin (Zucchini vellow
mosaic virus, ZYMY) {Desbiez ¥y Lecog, |997). Una vez localizada una
resistencla, €l conocimiento de su herencia es imprescindible para una adecuada

explotacion de la misma y para un diseno racional de su uso.

1.4.2. Herencia de las resistencias

Los estudios de herencia de las resistencias implican el esquema clasico de
cruzamientos con parentales susceptibles v la caracterizacion de las generaciones
Fl, F2 y retrocruces con respecto a su susceptibilidad al virus. Se trata de un
trabajo sencillo cuando la resistencia es completa, pere mucho mas complicado
cuando la resistencia es parcial ¢ implica la determinacion del titulo viral en
plantas inoculadas y la definicién de umbrales de resistencla para categorizar las
generaciones segregantes. Mas del 80% de las resistencias a virus descritas son
monogénicas {Kang y col., 2005) y controladas en la mayoria de los casos {mas

del 30% de las resistencias monogénicas) por un gen dominante. 5in embargo, en
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ocaslones la resistencia es el resultado de interacciones complejas en las que es
dificil dilucidar la base genética que las determinan. En €l resto de casos la
resistencla parece estar controlada por genes parcialmente dominantes o
cuantitativos. Se especula que este tipo de resistenclas, las cuales estan
controladas por varios genes cada uno con posiblemente pequenos efectos aditivos
sobre la resistencia, son mas duraderas que las controladas dnicamente por un gen
dominante {Kang y col., 2005, Gomez y col., 200%a). En algunos cultivos, el
umbral econdmico de danos permite ciertos niveles de infeccion; en estos casos
pueden alcanzarse niveles de proteccidn aceptables combinando la resistencia

parcial con otras medidas de control come la aplicacion de fitosanitarios.

1.4.3. Mecanismos de resistencias

La susceptibilidad de una planta a un virus implica que el patdgenc pueda
ser transmitido de una planta a otra, ¥ que sea capaz de replicarse en las células
mnicialmente mnfectadas, moverse a las células adyacentes a través de los
plasmodesmos, colonizar toda la planta desde los focos iniciales de infeccidn
utilizando el sistema vascular, y adicionalmente ser adquirido por vectores para
reiniciar €l ciclo de infeccion {Carrington vy col., 1896). Por tanto, para que un
virus pueda infectar a un huésped, tiene que darse una Interaccidn compatible
entre factores del virus y factores del huésped. El bloqueo de uno cualquiera de
estos pasos, bien por una respuesta de defensa activa {mecanismos de resistencia
Factlvos” o “positivos”) (Fraser, 1990, Palukaitis and Carr, 2008) o bien por una
combinacion incompatible entre los factores del huésped y del virus {mecanismos
de defensa “pasivos” o “negativos™) (Fraser, 1550), puede conducir a la supresion
o reduccitn de la acumulacion del virus en la planta inoculada, es decir, a la

expresion de una resistencia {revisado en Gomez y col., 200%9a).

El analisis experimental de los diversos mecanismos de resistencla es, en
general, muy complejo. En primera instancla, no siempre estd claramente
establecida la forma de herencia de la resistencia {mono u oligogénica). Por otra
parte, a menudo es dificil distinguir experimentalmente entre mecanismos de
resistencla pasivos y mecanismos que Implican una respuesta de defensa,

especialmente cuando la resistencia se expresa a nivel unicelular {Johansen y col.,
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2001). A continuacion se describen brevemente los diferentes mecanismos de

resistencia en relacion al ciclo de vida del virus en la planta.

1.4.2.1. Re=istencia a transmision

El inicio de una infeccidn puede estar provocado por €l uso de propagulos
contaminados {principalmente semillas), por la transmision a través de vectores de
virus desde plantas huésped que actian como reservorios o por contacto
mecanico, entre plantas huésped infectadas y suelos o residuos de cultivos previos
contaminados. Aproximadamente el &3% de los virus depende de vectores de
transmisién, principalmente insectos, aungue también nematodos, hongos ¥ acaros
{Stacesmith y Hamilton, 1 588).

La transmision por semilla puede ocumrir directamente por la infeccion del
embrién después de la fecundacién o indirectamente porque los gametos estén
infectados antes de la fecundacidn (Amari y col, 2003; Gomez y col., 2009a;
Maule ¥y Wang, 1996). Aunque se han descrito casos de resistencia a traves de
semilla, los mecanismos fundamentales que la controlan en pocas ocasiones han
sido estudiados con detalle. Un ejemplo es la resistenclia en cebada {(Hordeum
vilpare cv. Modjo) a la transmisién del Virus del mosaico rayado de la cebada
{Barley swripe mosaic virus, BSMV), mediada por el alelo recesivo rms 1. Al
tratarse de una resistencia recesiva, puede que se deba a la pérdida de algin factor
funcional requerido para la replicacion o movimiento de BSMVY (Welland ¥
Edwards, 1996; Zheng y Edwards, 1990). Otro ejemplo es la resistencia del
gulsante {Fisum sativerm) a la transmision por semilla de PSBMYV, resitencia
poligénica y cuantitativa (Wang y Maule, 1994). En este caso, PSbBMVY no se
transmite por pollen y ha sido detectado en los dvulos antes de la fecundacidn. En
un gran ndmero de casos la infecclon por semilla no solo depende de la infeccion
del embrion, sino también de la estabilidad del virus en el embrion durante el
procese de maduracidn, almacenamiento y germinacion {Bailiss y Offel, 1990,
Johansen y col., 1994},

Por otro lado, 1a transmision de virus a través de insectos s un proceso
muy especifico en el que se dan interacciones entre el virus, €l vector v 1a planta
{Ng v Falk, 2006). Los mecanismos de resistencia frente a vectores han sido

clasificados como aptixenosis, cuando afecta al comportamiento del vector en
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relacién con preferencias alimentarias {Kogan y Ortman, 1978), o como
amtikiosis, cuando aumenta la mortalidad, el fitness o la capacidad reproductiva
del vector {Smith, 1989). Ambos tipos de resistencia puede que se deban a la
presenclia de tricomas no-glandulares o superficles cerosas que actien como
barreras fisicas, o a la presencia de clertos metabolitos secundarios o componentes
disuasorios en la superficie de las hojas. Ademas, estos metabolitos puede que
Jueguen un papel activo en la resistencia ya que su sintesis puede estar potenclada
por el acido jasmonice y suprimida por el acido salicilico (L1 v col., 2004; Traw y
col., 2003). S¢ han identificado ¥ mapeado dos genes que confieren resistencia a
afidos en lechuga, género Malus y Medicapo, meldn, tomate, soja y trige (Gomez
y col., 200%a). S5in embargo solo dos de ellos han sido clonados y caracterizados
hasta ahora {Dogimont y col., 2008, Rossi y col.,, 1998), ambos genes codifican
proteinas de la clase NB5-LRR {Nucleotide Binding Site-Leucine-Rich Repear,
NB5-LRR). Los dominios NBS-LRR propios de genes de resistencia, parecen ser
los principales para el reconocimiento y activacidn de la respuesta de defensa
{Dangl v Jones, 2001; Takken vy col., 2006). El primerc fue Mi-7, procedente de 5.
peruvianim que mostrd altos niveles de resistencia a nematodos, a mosca blanca y
a afidos {revisado en Gomez y col, 200%). La resistencia que Mi-/ confiere
contra nematodos ha sido asoclada con la respuesta hipersensible {HR) {Lopez-
Pérez y col., 2006). La HR se caracteriza por la aparicion de lesiones necrdticas en
los sitios de infeccion nicial y por el confinamiento del patdgeno en esa area,
permitiendo que la planta resista al misme {Dangl y col., 1996). El segundo, Var,
conflere resistencia a Aphys possypil y a virus transmitidos por este vector de

forma no persistente en melon {Pitrat y Lecoqg, | 980).

1.4.3.2. Resistencia a nivel celular

Ciertos genes de plantas confieren una resistencla que se expresa a nivel
unicelular ¥ que se caracteriza por la incapacidad del virus para multiplicarse en
protoplastos preparados a partir de plantas resistentes. En determinados cases, a
este tipo de resistencia se le ha denominado resistencla extrema (FExtreme
Resistance, ER}) o mmmunidad (Hull, 2001} Algunos ejemplos incluyen las
respuestas PVY, a PV X y al Virus del mosaico de la soja {(Sovbean mosaic virus,

SMY), controladas por los genes R Ryadg, Rx y RSvi, respectivamente (Kiraly y
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Kiraly, 2006). En el caso de PVX, el inductor de la respuesta de defensa de la
planta, que es la CP de PV X, es reconocido por el producto codificado por el gen
Rx, que codifica una proteina de clase NBS-LRR con un dominic en el extremo
N-terminal CC (coiled coil, CC) (Bendahmane y col., 2000). Este reconocimiento
desencadena una respuesta que consiste en un mecanismo capaz de suprimir la
acumulacién del virus en protoplastos ¥ en hoja inoculada {Bendahmane y col.,
1995}, Gtro ejemplo de resistencia a nivel unicelular lo proporciona el gen rsv de
meldn frente al Virus de las manchas necréticas del melon (Melon necrotic spot
virus, MINSV). Los experimentos llevados a cabo por Diaz y col. {2004) revelaron
la incapacidad del virus de acumularse en protoplastos del genotipo resistente de
melén desde el momento iniclal de la inoculacion, mostrando de esta manera que
nsv conflere resistencia a nivel unicelular, impidiendo probablemente la

traduccion viral {Diaz y col., 2004; Nieto y col., 2000, Truniger y col., 2008).

1.4.2.3. Res=istencia al movimiento celula a célula

En algunos casos, tras ¢l establecimiento de la multiplicacién viral en las
células del huésped, el virus queda confinado a los focos Iniciales de infeccion,
debido a la incapacidad de €ste para moverse a las células adyacentes, lo que se ha
denominado infeccidn subliminal {Hull, 2001). La resistencia a este nivel puede
ser debida tanto a la interaccion incompatible entre los factores virales y del
huésped como a una respuesta rapida de la planta que limita la propagacion del
virus en €sta {(Kang y col., 2003). Para ¢l movimiento c€lula a c€lula del virus son
necesarios componentes codificados por el virus y factores especificos del
huésped {Carrington y col., 1996, Lazarowitz y Beachy, 1999). La mayoria de los
virus de plantas codifican proteinas de movimiento, que poseen una funcion
especifica en el movimiento célula a c€lula mediante la modificacion de los
canales de transporte de macromoléculas del huésped, de forma que ¢l virus pueda
traslocarse {(Carrington y col., 1996; Lazarowitz y Beachy, 1999). Un ejemplo de
ello es la resistencia conferida por €l gen recesive va en Nicaotiana tabacum TN
86" al Virus del moteade de las venas del tabaco (Tobacco vein mottling virus,
TVMVY) en este caso el virus se replica en protoplastos de TN 26 pero el
movimiente queda restringlde a unas pocas c€lulas en las hojas de TN 867

después de la inoculacion mecanica, por lo que la resistencia de “TN 86" parece
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actuar a nivel de movimiento célula a célula del virus {Gibbs y col, 1589). La
capacidad de sobrepasar la resistencia conferida por el gen va reside en la YV Pg del
virus {Nicolas y col., 1997) v los experimentos de co-inoculacion realizados
sugleren que la resistencia de “TN86" a TVMV no se produce por la induccidn de
una respuesta de defensa general. Es posible que este caso sea similar al
correspondiente a la resistencia conferida por el gen recesivo sbml frente a
P5bMY, que comesponde a EfF4E, el cual parece ser necesario para la
multiplicacion del virus c€lula a c€lula {Gao vy col., 2004). Gtros ejemplos son la
resistencia conferida por €l alelo recesivo }rz en pimiento frente a PVY (Armoyo y
col., 1996} o la imposibilidad de la cepa M de CMYV de infectar maiz, €sta Gltima
asoclada a la incapacidad de la CP de este virus para promover €] movimiento a
corta distancia (Ryu y col, 1598). En otros casos se han descrito resistencias
parclales asociadas a una alteracidn en el movimiento a corta distancia. Ejemplos
de ello son la resistencia descrita en arroz al Virus del moteado amarillo del arroz
{Rice yellow monle virus, RYMY) (Ndjiondjop y col.,, 2001}, en judia de carilla a
TMVY, en rabanc a BMY, en algodon a CaMV (Hull, 1989) o en calabaza a la cepa
M de CMV (Wong y col., 1999),

1.4.3.4. Resistencia al movimiento a larga distancia

Existen Interacciones virus-huésped en las que el virus se multiplica y se
mueve en las hojas inoculadas, pero es incapaz de moverse a otras partes de la
planta {movimiento a larga distancia). Esta restriccidn del movimiento del virus a
larga distancia puede ser resultado de un bloqueo fisico de la entrada del virus en
el floema, traslocacion a traveés de €l o salida del mismo. Las particulas virales
entran en el floema a través de los mismos canales que los fotoasimilados y demas
solutos, aunque no se trata estrictamente de un proceso pasivo {Cruz, 1999;
Murphy y Carr, 2002). Sin embargo, debido a la dificultad que supone ¢l estudio
del movimiento sistémico de los virus, se conocen relativamente pocos factores

del huésped implicados en este tipo de resistencias hasta la fecha.

La restriccion también puede ser el resultado del reconocimiento del virus,
seguido por una respuesta de la planta que induzca, entre otras posibilidades, una
limitacion del movimiento del virus en el floema o la inhibicion de un factor o

factores requeridos por el virus para €l movimiento a larga distancia. Dentro de la
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hoja se han identificade dominios que pueden regular la acumulacién de virus
{Melson vy van Bel, 1998). Estos dominios estan relacionados con las conexiones
entre las células del meséfilo v las c€lulas de la vaina del haz vascular, las
conexlones entre células de la vaina del haz vascular y las células del parénguima
vascular, ¥ las conexiones entre las células acompanantes y los tubos cribosos.
Las conexiones entre las células del mesdfilo y células de la vaina del haz
vascular se han mostrado como la barrera en la restriccion del movimiento
sistémico del Virus del moteado clordtico del cowpea {(Cowpea chiorotic mottle
virus, CCMV) en soja resistente y del Virus de la aspermia del tomate {Fomate
aspermy virues, TAY) en pepine {Geodrick y col, 1991, Thompson y Garcia-
Arenal, 1998). Las células acompanantes y las del paréquima vascular de las
venas menores de las hojas adultas de Nicotiana tabacum resultaron ser la frontera
responsable del retraso en la acumulacion entre dos cepas diferentes de TMY
{Ding y col., 1995). El movimiento a larga distancia del Virus del grabado del
tabaco {Tobacco erch virus, TEV) esta restringido en la linea de tabaco V20 al
nivel de la entrada o salida de los tubos cribosos, vy esta restriccion se debe
probablemente a dos genes recesivos no ligados {Schaad y Carrington, 1956).
(hro gjemplo es el blogueo del movimiento vascular del Virus A de la patata
{FPotato virus A, PV A) en Solanum tuberosum subsp andigena {(Hamalanen vy col.,
2000) en ¢l que se ha implicado el gen recesive ra. Se sabe ademas que la
mayoria de los virus requieren la CF para realizar el movimiento a larga distancia,

bien sea para su entrada o propagacion a traveés de los elementos cribosos, {e).

TMY y TEV) {Lazarowitz, 2002, Lazarowitz y Beachy, 1959).
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1.5. Virus de pa‘antas como vectores de expresic’nn
1.5.1. Generacidn de clones infectivos de virus de RNA

Los clones infectivos de virus de RNA constituyen una herramienta muy
valiosa para la investigacion basica en Virologia. La posibilidad de obtener clones
de DN A complementarios a la longitud total del genoma del virus ha aumentado
el potencial de la investigacion en este campo. De hecho, ha facilitado el estudic
de aquellos virus que se encuentran en la planta a titulos muy bajos o que su
purificacién resulta muy complicada, ademas de presentar una ventaja para el
estudic ¥ manejo de aquellos virus transmitidos por vectores. Esta herramienta
permite manipular €l genoma viral, lo cual es de gran Importancia puesto que por
medic de mutaciones, deleclones, Inserciones © experimentos  de
complementacion podemos obtener informacion relevante sobre la biclogia
molecular del virus {expresion génica, replicaclon y movimiento) y sobre la
Interaccion virus-planta. Por otro lado, estos clones pueden ser considerados come
un conjunto de genes o secuencias de interés para ¢l desarrolle de otro tipo de
herramientas como vectores virales {Gleba y col., 2007, Pogue y col., 2002) o
estrategias antivirus {Boyer y Haenni, 1994; Goldbach y col., 2003; Prins v col.,
2008).

Los clones infectivos de virus de plantas de RNA estin compuestos
basicamente por: 1) un cDNA complementario al RNA gendmico del virus, 2) una
secuencia promotora de la transcripcion fusionada a dicho cDNA v 3) ¥ un vector

de clonaje {plasmido bacteriano).

Los principales pasos a seguir para la obtencidn de un clon infectivo, asi
como algunas de las limitaciones mas comunes encontradas durante el desarrollo
se describen brevemente a continuacion. El primer paso para la obtencion de un
clon infectivo es la sintesis de un cDNA complementario a la longitud total del
genoma viral. La forma mas habitual de obtenerlo es mediante una reaccion de
transcripcion reversa sobre una preparacion de virus purificade o extraccion de
RNA total de planta infectada utilizande un iniciador especifico del extreme 37
del genoma viral. La existencia de estructuras secundarias en ¢l molde de RNA
viral puede complicar la obtencion de la cadena sencilla de cDNA {Boyer v

Haenni, 1994). Una vez obtenida, la primera cadena de cDNA se convierte
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mediante una reaccion en cadena de la pelimerasa (PCR) en cadena doble,
mniciande la sintesis con un segundo 1niclador complementario al extremo 37 del
RNA viral. Para facilitar pasos posteriores de clonaje, en los extremos de los
Iniciadores se suelen situar dianas de restriccidn y asi realizar un clonaje dirgido
del cDNA en un vector de clonacion {Diaz y col., 2004; Prufer y col., 1593). La
obtencion de un cDNA complementaric a la longitud total del genoma de un virus
suele presentar una serie de dificultades sobre todo cuando se trata de genomas de
tamanos mayores a 3 kb ya gque la fidelidad de las transcriptasas reversas y las
DN A polimerasas decrece proporcionalmente a la longitud del RNA (Lai, 2000).
Existen alternativas como generar varios cDNAs que unidos cubran la longitud
total del genoma (Satoch vy col.,, 1999) o una vez obtenido el cDNA corregir las
regiones que contengan errores. Factores como el emplec de polimerasas
termoestables, de alta fidelidad y que sean procesivas, o incluso la cepa de virus
con la que se trabaja puede en ocasiones Influlr directamente en la infectividad del
cDNA obtenido. Ademas, una vez obtenido el cDNA pueden surgir problemas de
distinta naturaleza en los pasos posteriores que dificulten el clonaje en si, como
problemas de toxicidad del cDNA clonade en la bacteria { Yamshchikov v col.,
2001} o la falta de vectores de clonacion adecuados para tamanos grandes o bien
en la expresion in vive de los cDNAs. Este altimo problema puede estar causado
por la presencia de intrones cripticos, sobre todo cuando se trata de genomas de
virus de mas 7 kb {(Marnllonnet y col., 2003). Aln asi, en la actualidad, ¥ con

algunas excepcliones, €5 posible clonar RNAs virales de hasta 12 kb {Lai, 2000).

En cuanto al promotor de transcripcion, un aspecto critico a decidir es si el
cDNA va a ser expresado en un sistema in virrg o in viva. 51 la expresion del
cDNA va realizarse in vitrg la seleccion del promotor {procedente en la mayoria
de los casos de bacteriofagos) serd muy importante ya que puede afectar
directamente al rendimiento de la transcripcidn y a la secuencia de los extremos
terminales de los transcritos {Boyer ¥ Henni, 1994). En la mayoria de los casos el
promotor que se fusiona es el procedente del bacteridfage TV, aunque en algunas
ocasiones se ha utilizado el promotor del Sp6 (Beck y col., 1994) ¥
excepcionalmente el del T3, La preferencia del promotor de T/ sobre el de 5p6
probablemente esté relacionada con gue la base genética del fago T7 esté mucho

mas estudiada. La estrategia mas utilizada, por su simplicidad y eficacia, es la de
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fusionar el promotor al ¢cDNA viral por medio de PCR, introduciendo esta
secuencia dentro del iniciador del extremo 3 situandolo aguas arriba de la
secuencia del virus. Por otro lado, en el extremo 3 de la secuencia viral se suele
situar una diana de restriccion, para cortar €l plasmido y dirigir la parada de la
transcripcion. Una vez obtenido el RNA transcrite podra ser utilizado para la

Inoculacion de plantas {por inoculacidn mecanica) o de protoplastos.

La expresion del RNA viral mediante un sistema in viveo a traves de clones
de DNA presenta varlas ventajas frente a la expresion in virrer 1) La infectividad
no depende de la degradacion del RN A ya que la transcripcion va a ocurrir dentro
de la c€lula; 2) No es necesario realizar transcripcidn i vitre. Esto suele ser de
Importancia sobre todo en aquellos virus en los que se necesita una gran cantidad
de transcrito. Ademas reduce el costo de los reactivos al no necesitar ni RNA
polimerasas ni andlogos de cap, 3) La expresion del RNA viral es independiente
del proceso de replicacion, 1o cual permite estudiar €l papel o la localizacion de
proteinas expresadas por virus mutantes que no son capaces de replicarse {Boyer y
Henni, 1994); 4 La presencia de nucledtidos extra en el extremo 37 entre la
secuencia del promotor v la secuencia del virus no afecta a la infectividad del

cDNA {Commandeur v col., [591).

Para expresar in vive los cDNAs existen principalmente dos técnicas: la

agroinoculacion y la bielistica.

En la agroinoculacién o agroinfeccion {Grimsley vy col., 1986; Leiser ¥
col., 1992}, el cDNA se sitda bajo el control de un promotor de transcripeion (por
gjemplo, el del RNA 3535 de CaMV) vy una senal de terminacion {por ejemplo, la
senal de terminacidn del RNA 3535 de CaMV o el terminador sros de 1a nopalina
sintetasa). La construccidon resultante se introduce en un plasmide de
transformacion  de  Aprobacterium  tumefaciens (por  ejemple  pBINGL,
Bendahmane y col., 2002) que posee la secuencia repetida de los bordes izquierdo
{Left border, LB} y derecho (Right border, RB) del T-DNA. A continuacion una
suspension de A, tumefaciens transformado con ¢l plasmido de transformacion se
Inyecta en la planta, y durante la infeccidn provocada por A rumefaciens una
copia de la region del T-DNA situada entre LB y RB es transferida al nicleo de la
c€lula. Una vez en el interior del nicleo de la célula, 1a magquinaria de

transcripcion celular reconoce al promotor de transcripclon, se produce la
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transcripcion y poliadenilacion vy finalmente el RNA viral es trasladado al

citoplasma donde se inicla la infeccion viral.

Por otro lado, en la biolistica, conocida también como bombardeo de
particulas {Gal-On y col., 18973, el DNA es introducide en las cé€lulas mediante el
disparc de microproyectiles que van recublertos de DNA; de esta forma se puede
introducir €l DNA en el nicleo de 1a célula. En este caso, el cDNA también se

sitGa bajo el control de un promotor de transcripclon vy senal de terminaciom

{normalmente, 355 de CaMV).

1.5.2. Vectores virales

La facultad que poseen los virus de sRNA para alterar €]l metabolismo
celular y expresar proteinas codificadas por el genoma viral condujo a muchos
Investigadores a postular que los virus de RNA pedian ser usados para producir
proteinas recombinantes en las plantas infectadas (Pogue y col., 2002). Poco
después de que fuera generado el primer clon infectivo {Algquist y col, 1984,
comenzo el cometido de convertirlos en vectores de expresion. En los dltimos
cinco anos los trabajos de Iinvestigacidn en este campo han avanzado

significativamente {Gleva y col. 2007).

Existen diferentes estrategias para convertir €l genoma de un virus en
vector viral {Scholthof v col., 2002). La estrategia a utilizar suele ir marcada por
las limitaciones bicldgicas del virus en cuestidn y/o su estrategia de expresion
génica. Brevemente, 1as mas utilizadas son: 1) reemplazar un gen viral no esencial
{para replicacion, expresion, o movimiento) por €l gen de interés {Musiychuk ¥y
col, 2007), 2) insercidn de un nuevo ORF; el gen de interés se sitda bajo ¢l
control de un promotor viral subgendomico potente {Baulcombe y col., 1995,
Haviv y col., 2006), 3} fusién a un gen viral, donde el gen de interés es ligado al
extremo 3" o 3’ de un gen viral dando lugar a una proteina de fusion {Cruz y col.,
1996). En estos cases, generalmente, la infeccion viral es iniciada mediante la
Incculacién mecanica de las particulas virales infectivas o por agroinfiltracion o
bombardeo. Este tipo de vectores, presenta a menudo una serie de limitaciones
como son la inestabilidad {debide a fendmenos de recombinacion homodloga o no

homdloga) (Dawson y col, 1989 Haviv y col, 2006, Zhao y col, 2000),
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Incapacidad del virus de colonizar homogéneamente todos los tejidos de 1a planta

o preblemas asociados a la bioseguridad.

En los dltimos anos se han realizado muchos avances en cuantoc a la
mejora de los vectores virales dando lugar a vectores muy avanzados conocidos
como “vectores virales de segunda generacion” {Gleba y col., 2007). En los
vectores de segunda generacion, la estrategia esta basada en la “deconstruccion”
del genoma viral y reconstruccion de un nuevo sistema (Gleba y col., 20045, El
desarrolle de este nuevo sistema se basa en que: 1) no todos los componentes
virales son esenciales o beneficiosos para un vector de expresion y 2) el genoma
viral puede partirse en diferentes elementos {o mddulos) que operen juntos
durante el proceso de infeccidn de igual modo que un genoma “tipo silvestre”. Por
tanto, en este sistema, solo se mantienen intactos aquellos elementos del virus
necesarios para una expresion eficiente de la secuencia de interés. Las funciones
eliminadas {por ejemplo alguna proteina implicada en movimiento) son aportadas
en trans por medio de componentes ne virales expresados de forma estable en
plantas transgénicas o por medio de la co-infiltracién {Fujikl y col., 2008,
Marillonnet y col., 2004; Sainsbury v col., 2008). Ademas las secuenclas virales
son optimizadas para evitar un procesamiento errdnec por parte de la maguinaria
celular y consegulr un maximo de eficiencia en la expresion del vector viral
{Marillonnet ¥ col., 2005). Para iniciar la infeccidn viral en este caso la técnica
utilizada s la agroinfiltracién ya que permite la co-inoculacion de varios médulos

a la vez {Marillonnet y col., 2004) {(Figura 1.10).

Esquema penérica wirus |

Reemplazar gen viral |

[meerciem de um nueva gen |
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Figura 1.10. Representacidn esquematica de las diferentes estraregias mas utilizadas para la
expresion de un gen forineo a través de un vector viral. Las cajas blancas representan genes
virales y las cajas rayadas representan €] gen de interés.
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1.6. Objetivos

En esta tesis se abordan objetivos gque se refieren a dos lineas de
Investigacion independientes en tomo a PepMY. Por un lado, se ha realizado un
escrutinio de germoplasma de tomate y especies afines para identificar posibles
fuentes de resistencia a PepMYV. Por otro lado, y considerado este objetivo como
el principal, se ha llevadoe a cabo el desarrelle de un clon agroinfectivo de PepMV
a partir del cual obtener informacion sobre la biclogia molecular de este virus y

desarrollar un vector de expresion.
Concretamente, los objetivos de esta tesis han sido

1. Bisgueda de fuentes de resistencia natural a PepMV.

2. Desarrollo de un vector viral derivado de PepMYV.
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CAPITULO 2.- BUSQUEDA DE FUENTES DE RESISTENCIA NATURAL
A PEPMV

2.1. Antecedentes

Laincidencia de diversas virosis se ha convertido en unc de los principales
factores limitantes en la produccidn de tomate en todo €l mundo. El control de las
enfermedades causadas por virus se realiza principalmente mediante métodos
preventivos, como la destruccion de plantas infectadas y la prevencion de la
transmisién del virus mediante el control de vectores y medidas higiénicas durante
el cultivo y propagacion. Como estas practicas no son siempre efectivas, €l uso de
cultivares que incorporen genes de resistencia a virus resulta una de las mejores
alternativas para su control {Lecog y col, 2004). Las poblaciones silvestres
pertenecientes al género Solarum se presentan como el recurso genético mas
Interesante en la bdsqueda de fuentes donadoras de resistencia a virus para tomate
{Solanum lycopersicon), ya que la domesticacion de los cultivares de tomate ha
generado a lo largo de los anos una notable pérdida de la diversidad genética {Picé
y col., 2002; Rick y Chetelat, 1995). Especies como las pertenecientes al complejo
peruvianum (5. peruvianum v S, chilense), aldgamas vy altamente polimérficas, va
han sido utilizadas como donadoras de genes de resistencla a virus, come en ¢l
caso de §. peruvianun para TSWY (Rosello y col, 19599) vy TMV {Young vy col,,
1988) o 5. chilense para TYLCYV {Picd y col., 1999, Zamir v col., 19%4) y CMV
{Stamova y Chetelat, 2000).

Desafortunadamente, hasta €] momento no existe en el mercado ninguna
variedad de tomate resistente a PepMV y existe poca iInformacion publicada sobre
resistencia a este virus. En estudios recientes se han descrito posibles fuentes
donadoras de resistencias en especies silvestres del género Solanum (Ling ¥ Scott,
2007, Soler-Aleixandre y col., 2007, Soler y col., 2000b), aunque se desconoce €l
control genético de estas resistencias y en algunos casos su respuesta frente a
diferentes alslados de PepM V. Partiendo de estos antecedentes, €] objetivo que se
planted para este trabajo fue la blisqueda de nuevas fuentes de resistencia natural a
PepMY en tomate y la evaluacion de potenciales resistencias encontradas, asi

come las descritas por otros autores, frente al alslado espanol PepMV-5pl 3.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Material vegetal y aislade viral

Las entradas incluidas en la bisqueda de fuentes de resistencia a PepMY
fueron obtenidas de los bancos de germoplasma de la Estacion Experimental La
Mayora-CSIC, del Tomaro Genetic Resource Cerntre (TGRC; Davis, Califomia,
EEULY vy del Unired Swares Deparmmem of Agriculture-Nacional Plam
Germplasm System (USDA-NPGS; Califomia, EEUU). En total se analizaron 240
entradas de 12 especles distintas del género Solanum de diversos origenes. La
denominacion taxonomica, codigo v origen de todas las entradas analizadas se
muestran en el Anexo 1. Entre los criterios de seleccion de las entradas se
tuvieron en cuenta: 1) que €stas provinieran de diversas regiones geograficas
Intentando cubrir fuentes genéticas variadas vy 2) que se incluyeran entradas
descritas por otros autores como posibles fuentes de resistencia a otros alslados de

PepMY.

Para la evaluacion de susceptibilidad a PepMYV se utilizé como control
positivo tomate susceptible a PepMV {cv. 04-TF 1616-2; Zeta Seeds, Almeria) y

como control de la inoculacion Nicotiana bethamiana.

El alslado de PepMY que se empled en este estudio se revivid a partir de
material liofilizado de N, berrhamiana infectada mecanicamente con PepMV-

Spl3 {Aguilar v col., 2002).

2.2.1.1. Acondicionamiento y germinacion de semillas de Solanum spp

Previamente a la evaluacion de las entradas se realizd un
acondicionamiento de las semillas para maximizar el porcentaje de germinacion.
En primer lugar se efectud un tratamiento de esterilizacidn. Este tratamiento
consistid en la inmersidn de las semillas en lejia comercial al 30% durante 30-60
min. A continuacion se elimind el desinfectante mediante 3 lavados sucesivos de
15, 10 ¥ 5 min con agua destilada estéril. Inmediatamente después se colocaron en
placas Petri sobre papel de filtro y algoddn, humedecidos con agua estéril. Las
placas fueron selladas con parafilm y mantenidas en oscuridad a 26°C alrededor

de 2-3 dias. En aquellos casos en los que el porcentaje de germinacién fue menor
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al 0% se realizd adiclonalmente un tratamiento con giberelina A {GVA)
{SIGMA ref. G7645). En estos casos, una vez esterilizadas las semillas se
mantuvieron Inmersas en una solucion de GVA a 1 mg/ml en oscuridad durante
un minimo de 16 h. Una vez germinadas las semillas, las plantulas se traspasaron
a turba y se mantuvieron en el invermaderc hasta su evaluacion. Se plantaron 20

plantas por entrada.

2.2.2. Inoculacién de PepMV

La inoculacién con PepMV de las plantas de N berthamiana, tomates
susceptibles y especies afines se realizd como sigue. En N, berthamiana,
transcurridos unos 23 dias después de la siembra {con 3-6 hojas), se espolvored
carborundo en las 3 hojas mas jdvenes y se extendid el indcule suavemente con
los dedos protegidos por guantes estériles. En tomate y especies afines se realizd
la inoculacidn del mismo modo sobre las dos primeras hojas de 15-17 plantas,
aproximadamente 10 dias después de la siembra. Para evitar posibles escapes, las
plantas se velvieron a inocular una semana mas tarde. Como controles negativos
se inoculaban dos plantas de cada entrada sélo con el tampdn fosfate. Como
controles positivos se inocularon 2 plantas de tomate susceptible y 2 plantas de &,

benthamiana.

Comeo fuente de indculo se utilizaron hojas jovenes con sintomas de /&
benthamiana (Figura 2.1) previamente inoculadas {entre 10 y 15 dias antes) con
material vegetal liofilizado infectado con el aislado PepMY-5p13. Dichas hojas se
homogeneizaron en un mortero con tampon fosfate (K;HPOs- K:HPOy 30 mM,
pPH 7) ¥ carborundo con un tamanc de grano de 0,083 mm, manteniendo ¢l
homogeneizado en hiele durante todo el proceso de inoculacion. Una vez

inoculadas las hojas de las plantas a ensayar, se eliminaron los restos con agua.

‘Itas la noculacidn las plantas se mantuvieron en invernaderc con unas

condiciones dia y noche de 16 h a 24-28°C y 8 h a 16-20°C respectivamente.
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Figura 2.1. Sintomas caracteristicos de PepM¥ en hojaz de V. benthamiana donde se
pueden obseryar mosaicos verdes suaves.

2.2.3. Evaluacion de germoplasma de tomate y especies afines

La evaluacion de las entradas de tomate y especies afines se llevd a cabo
comeo se describe a continuacion. Puesto que la expresion de sintomas causados
por PepMY es muy variable y dependiente de condiciones ambientales, se

analizaron todas las plantas independientemente de si expresaban sintomas o no.

*  Primera evaluacion:

1. Toma de muestras. Transcurrida una semana desde la dltima

inoculacidn se anotaron sintomas y se muestrearon todas las plantas. La toma
de muestras se realizd cortando el peciolo de la primera hoja por encima de los
cotiledones (hoja incculada) y otra apical (hoja no inoculadaj.

2. Deteccion. El analisis de las muestras recogidas se hizo mediante
hibridacidn molecular de improntas de secciones de peciole. En cada
membrana de nallon se incluyeron controles tanto de planta susceptible
infectada como de RNA transcrite in vitre, ademas de improntas de secciones
de peciclo de plantas sanas.

3. Ewvaluacion. Se consideraron susceptibles aquellas entradas en las que
mas del 80% de las plantas se infectaron y como candidatas a portar caracteres
de resistencia aguellas en las que el porcentaje resultd ser menor o dieron un

resultado heterogéneo.
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* Segunda evaluacién:

Las plantas consideradas como candidatas a portar caracteres de
resistencia se volvieron a nocular como se describe en el apartado 2.3.2 vy se
repitieron los mismos pasos que en la primera evaluacidn, para confirmar su

comportamiento.

Las entradas seleccionadas se mantuvieron en el invemadero para la
obtencién de semillas y realizar estudios de la descendencia. Estas entradas se
conservaron en €l invernaderc baje las condiciones de temperatura y fotoperiodo
recomendadas {Rick, C. TGRC) para estimular 1a floracidon. En el caso de las &

correliomuelleri, ciclos cortos de luz (12 h) vy temperaturas de 25-27°C.

2.2.4. Cruzamientos intraespecificos

Para ¢l estudioc de 1a descendencia de la entrada COM-2 (5
correr{iomuelieri) se reallzaron cruzamientos intraespecificos. 5e partio de 10
plantas, numeradas de forma aleatoria de 1 a 1{. Estas plantas fueron clasificadas
comeo susceptibles o potenclalmente resistentes de acuerdo a la intensidad de la
senal obtenida en la hibridacidn en comparacion con la senal obtenida en el
tomate control tras la segunda evaluacion. De modo que aguellas en las que la
intensidad de la senal fue alta o similar ala del tomate control fueron consideradas
como susceptibles {5} ¥ aquellas en las que intensidad de la senal fue baja fueron

conslderadas como potenclalmente resistentes (pR).

Se utilizd el polen de dos o tres flores de cada una de las plantas
seleccionadas y se realizaron fecundaciones de § x S y pR x pR mediante
polinizacién manual. La extraccion del polen de las flores se realizd a primeras
horas de 1a tarde (de 16 a 17 h) con el fin de evitar valores de humedad relativa
{HR} altos {60-70% HR). La extraccion del polen se realizo con la ayuda de tubos
eppendorf de 0,5 ml introduciende el estigma en el interior del tubo vy golpeando
suavemente la flor. El polen obtenido se mantuvo en el eppendorf etiguetado y
sellado con parafilm ¥ se conservd a 4°C {dentro de cajas selladas y en presencia
de gel de silice) hasta su posterior uso. Por otro lado, las polinizaciones se
realizaron por las mananas (11 a 13 h), de nuevo evitando valores humedad

relativa altos y también temperaturas superiores a 26°C. La polinizacion se llevs a
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cabo introduciendo la flor dentro del tubo eppendorf (previamente aclimatado)
hasta que el estigma entrara en contacto con €l pelen. Se observo que el estade
fenologico de la flor Sptime para realizar la polinizacion {considerando €ste come
el momente en el que se producia una polinizacion efectiva obteniendo maximo
porcentaje de frutos cuajados) era justo cuando la flor acababa de abrirse v el
color de ésta todavia no habia virade a amarillo intenso {codige 61 601, segin
escala BBCH para 1dentificacién del estado fenoldgico en frutos de Solanaceas,
Feller y col., 1995). Dado gque se trata de una especie alogama autoincompatible
no fue necesaria la emasculacion de las flores. En los cruzamientos todos los

parentales seleccionados actuaron come padre ¥y como madre.

Para el estudio del comportamiento de la descendencia frente a PepMV se

evaluaron |0 plantas de cada Fl siguiendo el procesc descrito en el apartade

2.23.

2.2.5. Extraccion de RNA

Para la preparacion de RNA total de plantas se partio de {,1 g de tejido
vegetal fresco. El tejido fue triturado con nitrégeno liguido en tubos eppendorf de
1,5 ml y se homogenelzd con | ml de TRI-reagent {Sigma). Las preparaciones de
RNA total se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. El
precipitado obtenido se lavd con etanol al 70%, se seco al aire y se diselvié en 30

pl de agua estéril.

2.2.6. Deteccion de PepMV
2.2.6.1. Sintesis de sondas

La sonda utilizada para detectar el RNA de PepMVY se obtuvo por
transcripcion in virrg del plasmido pLMPepMY 0.3 {Aguilar vy col., 2002). Este
plasmide lleva inserto un fragmento de 600 pb complementaric a una region del

gen de la replicasa viral del genoma del virus.

Para preparar la sonda, el plasmide fue digenide con la enzima de
restriccion Sph I, y para la transcripcion se usd la RN A polimerasa SPH (New

Enpland Bislabs). Lareaccion de transcripeldn in virro se realizd en un volumen
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final de 50 pl, se utilizé 0,5 pg del DNA linearizado, 3 pl del tampon de
transcriptasa concentrado a 10x suministrado por €l fabricante, 2 |1l de una mezcla
de TNTPs 2,5 mM que contiene DIG-11-UTP en una concentracion | mM {Roche
diagnostics), 20 U de inhibidor de RNAsas (Amershan Pharmacia Biotech) ¥ 20 U
de RNA pelimerasa 5P6. La mezcla se incubd a 40°C durante 2 h. Transcurrido
este tiempo se anadieron 10 U de DNasa libre de RNasas {Roche) ¥ se continud la
incubacion a 37°C durante 13 min. A continuacidn la reaccidn se pard anadiendo
EDTA a una concentracion de 20 mM y se precipitd con 0,1 volimenes de etanol
absoluto durante 30 min a -80°C. Por dltimo se centrifugd y se resuspendié en 30

pl de agua destilada estéril.

La sonda obtenida se utilizd a una dilucion 1:10.000 mezclada con tampdn
estandar al 30% de formamida {5xS5C (NaCl 730 mM y citrato sédico 75 mM,
pH 7,0}, 0,1% de N-Laurilsarcosina, 30% de formamida, 0,02% de SDS y 2% de
agente blogueante {Roche).

2.2.6.2. Hibridacion molecular

El analisis de las entradas para la deteccion de PepMV se realizd por
hibridacion molecular sobre improntas de secclones de peciolo y sobre extractos
de RNA total. El RNA wviral fue detectado con una sonda marcada con
digoxigenina complementaria al gen de la replicasa de PepMYV. El proceso de
hibridacién y deteccién por quimicluminiscencia se llevd a cabo esencialmente
sigulendo el protocolo propuesto por Roche (RNVA lebeling and detection &it) tras
la fijacién de los acidos nucleicos con luz ultravioleta {CL-1000 “Ultraviolet
Crosslinker” UPY) se prehibridé la membrana durante dos horas en tampon
estandar a 68°C y se hibridd durante toda la noche a 68°C con la sonda en este
mismo tampdn, al que se le anadid la sonda. Tras la hibridacién las membranas se
lavaron una vez con SSC2X, SDS0,1% durante 3 min a temperatura ambiente y
dos veces con S5CI1X, 5D50,1%, durante 13 min a 68°C. Seguidamente se
realizé el proceso de deteccidn a temperatura amblente ¥ con agitacion suave: se
enjuage durante > min la membrana en solucidn de lavado (0,1 M acido maléico,
0,15 M NaCl, pH 7,5 ¥ 0,3% Tween 20 v/v) 13 min en solucién I (0,1 M acido

maléico, 4,15 M NaCl, pH 7,5), 30 min en solucidn I (solucién I mas [ % agente
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bloqueante), 30 min en solucién 1T mas el anticuerpe de 1a DIG conjugado con la
fosfatasa alcalina {PA) a la dilucion recemendada, v 2x13 min en solucion de
lavado. Finalmente se equilibré la membrana durante 3 min en solucidn II1 (0,1 M
Tris-HCI, 0,1 NaCl, pH 9,5), se anadid el sustrato luminiscente de 1a PA {CSPD,
Roche, dilucion 12100 en solucion I} y se incubd en oscuridad 5 min. La luz
emitida impresiond peliculas para rayos X {Roche) que se revelaron segin

métodos convencionales.

2.2.6.3. Cuantificacion de RNA de PepMY en extractos de RNA total

El analisis de acumulacion de virus en cada una de las muestras
procedentes de los cruces se realizd mediante dot-blot cuantitativo. Trascurridos
12 dpi se prepararon extractos de RN A total de hojas apicales y se cuantificaron
con un espectrofotdmetro  (Specrrophotomerer  nanodrop, ND-1000). A
continuacién se ajustd la concentracion de los extractos a 150 ng/pl. A partir de
esta concentracion se realizaron 3 diluciones seriadas {1/3) de los extractos
mncluyendo 1 pl de cada dilucidon sobre una membrana de nailon cargada
positivamente {Roche). Una vez que se fijaron las muestras de los acidos
nucleicos con luz ultravicleta en la membrana de nailon, se hibridaron con la
sonda de RNA obtenida a partir del plasmide pLMPepMYVY 0.5, Como control se
mcluyé en la membrana | pl de RNA sintetizado ir vitro a partir del mismo
plasmido que la sonda, a una concentracion de 117 ng/pl y 4 diluciones seriadas
{1/3) de ¢ésta. Ademas se incluyeron en la misma membrana extractos de RNA
total de plantas de tomate susceptible y N, benthamiana inoculadas con PepMVY.
La comparacién del contenide de RNA viral de cada muestra se realizd mediante
la medida de las senales {que equivaldria al nimerc de pixeles por senal)
obtenidas en las peliculas fotosensibles de las hibridaciones. La medida de la
intensidad de la senal se realizé con los sistemas de analisis ¥ adquisicion de
imagenes GeneSnap y Genetools (Syngene). Los  datos  resultantes
correspondientes al RNA transcrito proporcionaron los valores para calcular la
recta patron que relaciond la intensidad de la senal {medida en namero de pixeles)
y cantidad de RNA viral. Esta calibracion se utilizd para interpolar los datos de

los valores de RNA viral en el reste de puntos. En todos los casos, para las
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comparaciones se utilizaron los valores comrespondientes a las diluciones situadas

dentro del range lineal de la relacion entre la dilucidn y las medidas obtenidas.

El tratamiento estadistico de los datos se realizd con ayuda del grupo de

los programas informaticos 5P55 150 para Windows (5P55 inc., Chicago) v
SigmaPlot 2000.

2.3. Resultacdlos

2.3.1. Puesta a punto de un método de deteccion de PepMV

La sonda de RN A marcada con digoxigenina para la deteccion de PepMV
fue sintetizada por transcripcion in virre del DNA inserto en ¢l plasmido
pLMPepMYV 0.5 (Figura. 2.2}, de manera que se transcribid la cadena

complementaria a una region de la replicasa de PepMV.

PepMV

Replicasa TGB CP
1 kb

504 phb
pLMPephY 0.5

Figura Z.2. Diagrama mostrando la organizacidn gendmica de Pepd¥. La caja rayada
indica la zona complementaria al inserto del plasmido a partir del que s prepard la sonda
para detectar PepdV (pLi Pepy 03],

Para determinar la sensibilidad del método de deteccidn, se incluyeron en
una misma membrana | pl de RNA sintetizado in virre {a 100 ngfpl) v 4
diluciones seriadas {1/3) de €ste, junto con Improntas de peciclos de tomate
susceptible v N, berthamiana previamente inoculadas con PepMY 10 dias antes.
También se incluyeron improntas de peciole de plantas de tomate y /N

benthamianag sanas.
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AMA + || W benthamiana +

i

Tomats contrl + Tomata contrzl

Figura 2.3. Resultado de hibridacion en membrana ilustrando la senszibilidad del método de
deteccion. En la fila superior de la figura aparecen las diluciones de RNA transcrito
indicando 1a cantidad insertada. En esta misma fila, también aparece la impronta de peciolos
de una planta de V. fethamiona infectada. En la parte infenior aparecen las improntas de

peciolo del tomate control, ala izquierda las plantas infectadas y a la derecha los controles
5anos.

Como muestra la figura 2.3, fue posible la deteccion del RN A viral hasta
cantidades de 0,16 ng/pl. Ademas, también se puede observar que se detectd senal
en todas las improntas de secciones de peciolos realizadas a partir de las plantas
utilizadas como control positivo, ¥ no se detectd senal en los controles negativos.

Por tanto, este método parecid adecuado para evaluar la susceptibilidad a PepMYV.

2.32. Evaluacion de la susceptibilidad a PepMY de germoplasma de tomate y

especies alines

En total se analizaron 240 entradas de 12 especies distintas del género

Sedanum.

El nimero medio de plantas evaluadas por entrada fue 18, aunque para
algunas entradas se redujo a 10 debido a los bajos porcentajes de germinacion

obtenidos en algunos casos.

Tras la primera evaluacion, el 98,35% de las entradas de Solanum
analizadas presentaron porcentajes de infeccidon muy altos, alcanzando el 100% de
Infeccién en la mayoria de los casps. No se observd ningin caso de resistencia
completa a PepMYV, aungque alguna de ellas {ver mas adelante) mostré una
respuesta heterogénea. Cabe destacar que a pesar de obtener altos porcentajes de

Infeccién, no se observaron sintomas en ninguna de las entradas evaluadas.
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Tabla 2.1. Especies de Solanum v nrmero de entradas evaluadas frente a PepMV

Especie N* de entradas
§. cheesmaniae 7
5. chifense 23
5. chmiglewskii i8
5. cometiomuelieri i3
& galapagense 7

8. habrochaiies 30
S habrochaites { glabratum I4
& lycopersicon var, cerasiforme 2
8. neorickii 22
S penrelli o
& peruvianum, 5. arcanwm, S, hmyiaseme‘z az
S pimpinellifolium 0
I2 especies 2490

98 peravicmum, 5. arcanwn, S, huaviasense: con la anterior nomenclatura pertenecian todas a
una dnica especie, 5. persvianut (Peralta y col., 20037

1 2 13 4 5 kil T i a 10 11 12 13 14 18 1 17 M1 M2
cHi 2z I e W L T b '* e T Y. Tamata s
CHI 23 QQ .is ‘4 'u ‘. .. .e‘f.l':-d .'..‘ ’f* Eé:& 4 Tamata
EH 8 *y .\ "“. ii ll. Q'ivq-u I‘I i* #\' ,’ ;
r:H|z4iiS; " * #; t‘ ‘6’. n‘ ¢ A% B A ol
cHzsNEIE W W § o« & 4 LN 8
CHI2a ® f‘ .Y, " Ly banth «
cha R . N AN R A

Figura 2.4. Ejemplo de resultado de hibridacidn en membrana ilustrando la respuesta a la
inoculackan con PepV-5pl 3 de 7 entradas de 1a especie S. cfiifennye. En la parte izquierda de
la figura se indica el cddigo de las entradas, organizadas por filas. En la parte superior
aparecen numeradas de | a 17 las improntas de peciolos de las plantas infectadas y M1 y 2
reprezentan las improntas de planta no inoculada De cada planta, se incluyen dos improntas,
una de hoja moculada (impronta izquierda) y otra de hoja apical (impronta derecha). En la
parte superior derecha se encuentran los controles positivo ¥ sano de tomate susceptible y enla
parte inferior derecha aparece un control positivo de V. benthamiane [benth +) infectada junto
a un control de RN A sintetizado (i wirro.

Las entradas que tras la primera evaluaclon mostraron una respuesta
heterogénea fueron sometidas a un segundo andlisis. Los resultados obtenidos en
la segunda evaluacion permitieron descartar las entradas PER-17 {5 peruvianun),

COM-4 (S. corneliomuelleri) y HAB-8 (8§ habrochaites). En cambio, la entrada
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COM-2 {5 cormeliomuelleri) tuvo de nuevo una respuesta heterogénea,
presentando mas de la mitad de las plantas unos niveles de acumulacién de virus
aparentemente menores que ¢l resto y que €l tomate control (Figura 2.5). Estos
resultados sugieren gque la entrada COM-2 podria ser una posible candidata a
portar caracteres de resistencia. Ademas, es de resaltar que las plantas
pertenecientes a esta entrada presentaron con respecto al resto de las entradas de

S cormeliomuelleri y entre ellas fenotipos diferentes ¥ un desarrolle poceo

homogéneo.
Inoculadas
SR OO .-
> 2 & v
COM-2 . T ¥y
e ..
M2 A . A
— ‘g
hocks %

Figura 2.5, Kespuesta a la inoculacion con PepbV-5pl3 de la entrada de COM-2 (S
corneliomee!feri]. En la parte superior de la figura aparecen numeradas de | a 10 las
improntas de peciolos de 1as plantas infectadas. En 1a parte inferior izquierda de la figura
aparecen M1 y M2, los controles sanos de COM-2 y de tomate susceptible y a en la parte
inferior derecha los controles positivos, tomate susceptible y N fenthamigne infectadas
junto a un control de RN A sintetizado in vitro.

Notablemente, entradas clasificadas en otros trabajos {ver tabla 2.2} como
parcialmente resistentes o resistentes a clertos alslados de PepMV {Ling y Scott,
2007, Soler y col., 2000b;, Soler-Aleixandre y col, 2007), en nuestros
experimentos fueron evaluadas y clasificadas como susceptibles a PepMV-5p13.
51 bien alguna de ellas, come HAB-3 (S Aabrochaites), presentd un
comportamiento mas o menos heterogéneo, en todos los casos se alcanzo el 80%

de plantas infectadas.
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Tabla 2.2. Entradas de Solanum susceptibles a PepMV-Spl3 clasificadas como
parcialmenie resisientes o resistentes a otros aislados de PepMV.

Caodigo ertl:;ija Especie Aislado Fuente

PER-13 LA 1708 S, peruviasum LE 2000 Saler y cal., 2000b

PER-44  FLM3IET ¢ i LE 2000 Saler y cal, 2000b

PER-32 Pl 126935 S, peruviasum LE 2000 Saler y cal., 2000b

PER-48 LA 107 S. peravianum Chl yChZz  Ling y Scom, 2007

CHI-&" La 1963 S chitense LE 2002 Soler-Aleixandre y col., 2007
CHI-14 LA 1938 S chitense LE 2000 Soler y col., 2000b

{HI-2 LA 470 5 chilense LE 2002 Saler-Aleixandre ¥ col., 2007
CHUS Ao I LS T ke
CHI-Z22 LA 2748 5 chilense Chl yCh2  Ling y Scot, 2007

HAB-5 LA 1731 5 frabrochaltes Chl ¥y Chl Ling y Scott, 2007

"larespuasta a la inoculacion con Pepdd V-5p 1 3 de esras entradas se muestra en la figura 2.4

2.3.3. Analisis de potenciales resistencias identificadas

Comeo se indica en el apartado anterior, entre las entradas de Solarum
analizadas, la que mostré el comportamiento mas interesante fue COM-2 (5
correrfiomuelieri). Esta entrada presentd una respuesta heterogénea tras repetidas
inoculaciones con PepMY. Para discemnir si esta respuesta heterogénea era el
resultado de diferencias genéticas entre los individuos analizados resultado (o
consecuencia; de la varlabilidad genética en la poblacion de las semillas
empleadas o dependiente de factores ambientales se decidid analizar ¢l

comportamiento de la descendencia.

La descendencia Fl se obtuvo a partir de cruces intracspecificos entre las
plantas de esta entrada clasificadas previamente como susceptibles o
potencialmente resistentes. La clasificacion de los parentales en susceptibles o
potencialmente resistentes se realizd de acuerdo al nivel de intensidad de la senal
obtenida en la hibridacion en comparacion a la senal obtenida para el tomate
control {ver Figura 2.5, apartado anterior). De las 10 plantas de partida fueron
seleccionados 3 parentales como potencialmente resistentes (IpR, 3pR v 4pR) ¥
tres como susceptibles (7S y 85) para realizar los cruzamientos. Se realizaron los

cruces de S x 5 y pR x pR que se presentan en la Tabla 2.3,
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Previamente a la Inoculacién se analizaron las plantas por hibridacion
molecular sobre improntas de secciones de peciolo para descartar la transmision
del virus a través de las semillas. El resultado de este analisis previo {resultados

no mostrados) fue negativo para todos los casos.

Tabla 2.3. Descendencia generada a partir de plantas candidatas
a portar caracteres de resistencia de la entrada COM-Z (5

cornelipmuellerd)
Cruce-Fi N? plantag?
PR’
134 10
431 10
3 10
1x3 10
5°
Bu7 10
7x8 10
Contrales
Tomate control 2
N. berniframiana 3

I Nede plantas analizadas por cruce

pR: cruces procedentes de parentales clasificados como
potencialmente resistentes
© 8 cruces procedentes de parentales clasificados como
susceptibles

Se estudid el comportamiento de los cruces obtenidos frente a la
Inoculacion mecanica con PepMV-5p13. A los 12 dpi, el andlisis de la presencia
de PepMY en hoja apical indicé que todos los cruces generados eran susceptibles

y como cabia esperar ningunc de €llos mostro sintomas de infeccion.

Los valores obtenidos relativos a la acumulacion viral en los distintos
cruces se encuentran representados graficamente en la figura 2.6. Como puede
observarse en la figura, la variabilidad presente entre los cruces generados no fue
muy elevada. Aunque en general en los cruces se obtuvieron valores de
acumulacion viral menores que en el tomate control, en la mayoria de los casos
las diferencias no fueron significativas. Tan solo los cruces 4x1 y x4, resultade

del cruzamiente de los parentales potencialmente resistentes lpR vy 4pR,
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mostraron unos niveles de acumulacidn viral significativamente inferiores a los
obtenidos en el tomate control. Estos resultados indican que, a pesar de que
PepMYV infecta plantas de los cruces procedentes de COM-2, parece existir una

clerta resistencia a la acumulacidn del virus en las plantas infectadas.

05 5
04 4
03 A

b
0,2 = c b,

ng virus / ng RNA total
o
o
[=p
n

o0

=
o ﬂb“‘ﬂ“ A2t 1+% g#"

5o
Cruces (8. corneliomuelleri)

[ &cumnwlacidn viml en contmke s susceptibles
= &cumnulacidn viml en crwces de parentale s potencialmerte esisentzs
B scurnulacidn vimlen cnuees de parentakes susceptibles

Figura 2.6, Acumulacidn de PepMY-5p13 en cruces procedentes de la entrada COM-2 (5.
cornetiomuelferi]. La acumulacion de wirus se cuantificd por dot-blot cuantitativo en hoja
apical (alos 12 dpi) a partir de 0,1 g de tejido vegetal. Cada medida resulta de la media de los
valores de |10 plantas en ng RMNAviral/ng RNA total. a, ab, b,c ¥ ¢ representan grupos
homogéneos de acuerdo al valor medio de acumulacidn de virus; cruces con la misma letra no
muestran diferencias significativas al mismo nivel de probabilidad del 95%, de acuerdo al Test

de Tukey's-h.
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2.4. Discusion

Desde la aparicion de PepMY en Europa en 1959 (van der Vlugt v col.,
2000) ¥ su rapida expansion hacia otros paises en estos Gltimos anos, los estudios
para la bisqueda de fuentes de resistencla natural a este virus Gnicamente han
descrite algunas entradas de silvestres del género Solanmum  parclalmente
resistentes, no existiendo ninguna fuente de resistencia completa {Ling y Scott,
2007, Soler y col., 2000b; Soler-Aleixandre y col., 2007). Ademas, en algunas de
las fuentes de resistencia descritas, se desconoce tanto el control genético de la

resistencla como su respuesta frente a distintos aislados virales.

De acuerde con resultados de otros autores, nuestros resultados han puesto
de manifiesto las escasas fuentes de resistencia natural a PepMYVY en el género
Sofanum. De todas las entradas de Solerum analizadas en este trabajo, no se
encontrd ningin caso de resistencia completa a PepMVY. En recientes estudios
llevados a cabo por Ling y Scott {2007) se encontraron tres entradas de S
fiabrochaites que presentaron niveles de resistencia moderada, siende la entrada
HAB-3> (LA 1731) la mas prometedora. El estudio del comportamiento de la
descendencia de esta entrada mostrdé que la descendencia generada no sdlo
presentaba resistencia a los aislados Chl y Ch2 de PepMYVY sino también a un
aislado europeo (PepMV-TX1) (Ling y Scott, 200°7). Por otro lado, en escrutinios
realizados por Soler-Aleixandre y col. (2007) se describleron varias entradas que
presentaban una resistencia moderada al aislado espanol LE 2002 en las especies
S. chilense y 5. peruvianun. En este caso la mas prometedora fue una entrada de §.
chiferse, CHI-2 (LA 470), pues se Infectaron solamente el 30% de las plantas
evaluadas. Sin embargo, bajo nuestras condiciones de trabajo y de acuerdo con
nuestros criterios, todas estas entradas descritas como resistentes o parcialmente
resistentes se mostraron susceptibles al alslado PepMV-5p13, presentando unos
porcentajes de infeccidn superiores al 80%. Este hecho también fue observado por
Ling vy Scowt {2007) al analizar la entrada CHI-&6 {LA 1963, §. chilense). Esta
entrada estaba clasificada previamente por Scler y Nuez (2000) como
parcialmente resistente a los aislados europeos PepMY-LE 2000 y -LE 2002, pero
se mostrd susceptible a la infeccidn por PepMVY-Ch2 y -Chl. En nuestro estudio,
la entrada CHI-6 {L A 1563) también se comportd como susceptible, infectandose

el 100% de las plantas inoculadas.
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Las discrepancias observadas entre nuestros resultados y los obtenidos por
otros autores podrian deberse, entre otras causas, a que existan Interacciones
diferenciales entre ciertas entradas de Solarum con distintos aislados de PepMV.
Sin embargo, la variabilidad en la respuesta de algunas de las entradas frente a los
diferentes aislados europeos de PepMVY no se comesponde con la poca
variabilidad que parece existir entre €stos {Hansenn y col., 2008). Los analisis
realizados por Pagan y col. (2006) de la estructura genética de poblaciones
naturales de PepMV muestran que a pesar de la aparente alta diversidad biclogica
exliste una gran homogeneidad genética entre las poblaciones de PepMV que
infectan tomate, tanto en Espana como en toda Europa (Pagan y col., 2006). No se
han realizado estudios para la 1dentificacién de gqué mutacién o mutaciones
provocan que un alslade sea mas agresivo o sea capaz de superar resistenclas
ampliando su gama de huéspedes, perc cabe la posibilidad de que se deban a
relativamente pocas mutaciones {Pagan y col., 2006; Whitham y Wang, 2004).
Esta hipdtesis se corresponde con lo observado por Sanchez-Femandez y col.,
{2006} al identificar un aislado de PepMYV {T020!}) que comparte una homologia
del 99% con los aislados europeos hasta ahora secuenciados y sin embargo es mas
agresivo ¥ capaz de infectar N rabacum Xamhinc vy N, rabacum Samsum,

especies no Incluidas en la gama de huéspedes de PepMY (Vlugt y col., 2002).

Este tipe de comportamiento, en el que las resistenclas son especificas de
aislado, ha sido observado en otros muchos casos, como la resistencia en Solanum
spp CMV (Abad y col., 2000; Cilloe y col., 2007, Stamova y Chetelat, 2000),
resistencia del melom a CMV o ZYMY (Desbiez v Lecog, 1997, Leroux y col,
1979, Risser y col., 1977) o la resistencia del guisante a PSbMY { Alconero y col,,
1986).

Por otro lado, las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo
también podrian explicar parte de la discordancia de nuestros resultados con los
obtenidos por otros autores. Por ejemplo, independientemente del aislado, ¢l
método de deteccidn utilizado en este trabajo, hibridacion molecular, podria ser
mas sensible o apropiado para el diagndstico de PepMV en especies silvestres que
el ELISA, utilizado en otros trabajos. Aunque los dos métodos citados sean
adecuados en la mayoria de los casos, dependiendo del virus puede ser mas

aconsejable la aplicacién de uno u otro (Hull, 2002). Ademas, otros factores como
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la temperatura {25-28"C) o el estado fenoldgico en el que se encuentre la planta
cuando se toma la muestra {15 dpi vs 30-60 dpi) pueden influir directamente sobre

el titulo viral y su estima.

Otro de los aspectos observados durante el escrutinio de germoplasma fue
la incapacidad de PepMV-5p13 de inducir sintomas en las distintas especies de
Solanum evaluadas. Segin Soler y col. (2000a), la manifestacion de la
enfermedad causada por este virus resulta muy variable dependiendo del estado
fenologico de las plantas, de las condiciones ambientales y del aislado viral que
las infecta. Bajo nuestras condiciones de trabajo, durante €l escrutinio realizado en
distintas épocas del ano, ¢l aislade 5pl3 no fue capaz de inducir sintomas en
ninguna de las especies silvestres. El hecho de que la capacidad de inducir
sintomas sea dependiente del aislado esta de acuerdo con la experiencia de otros
autores {Soler y col., 2002, van der Vlugt y col., 2000; Verhoeven y col,, 2003).
Soler y col. (2002) observaron que en general los aislados procedentes de Perd no
Inducian sintomas ni en tomate ni en especles del género Sofanum mientras que
los aislados europeos si. 5in embargo, también observaron que algunos aislados
procedentes de plantas de §. peruvianun Infectadas eran capaces de acumularse en
tomate al mismo nivel que alslados europeos e inducir sintomas graves. Hasta el
momento no se ha encontrade relacion entre genotipos v fenotipos (aislado viral e

Induccion de sintomas) {Pagan y col., 2006).

Entre el material analizado, €l comportamiento mas interesante se observd
en la entrada COM-2 perteneciente a la especie 5. correliomuelleri. Esta entrada
mostrd una respuesta heterogénea a la infeccion por PepMV-5p13 tras repetidas
Incculaciones por lo que fue considerada como potencial fuente de resistencia. La
mitad de las plantas de esta entrada mostrd resistencla a este virus, que se
manifestd en una limitacidn de su acumulacion tras la inoculacion mecanica con
este aislado. De forma consistente con una determinacidn genética de la
resistencia, los cruces obtenidos con los parentales clasificados come
potencialmente resistentes 1pR y 4pR obtuvieron valores de acumulacion viral
significativamente menores que los obtenidos en tomate. Sin embargo, este
resultade no parece claramente generalizable, ya que no se pudieron detectar otras
diferencias significativas entre los cruces que procedian de parentales clasificados

como potencialmente resistentes y los cruces que procedian de parentales
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clasificados como susceptibles. Estos resultados sugieren que en la entrada COM-
2 existan varios genes con efectos aditivos relativamente pegquencs sobre la
resistencia a PepMV-5pl13. Se trataria, pues, de una resistencia parcial o
cuantitativa {Kang y col., 2005, Parlevliet, 1977). La obtencién de una F2 a partir
de estos cruces y el analisis de un alte nimere de plantas en la descendencia
obtenida podria proporcionar informacion sobre €l ndmero genes implicados en €l

control de laresistencia y asi validar la hipotesis de una resistencia poligénica.

L os esfuerzos realizados hasta el momento para la basqueda de fuentes de
resistencia a PepMV s&lo han descrito resistencias parciales, y ademas parece que
en algunos casos se trata de resistencias especificas de aislado. Como el caso de la
entrada COM-2, clasificada por Ling y Scott {2007) como susceptible al aislado
PepMVY-Ch2. lLas discrepancias observadas entre resultados obtenidos por
diferentes autores crean la necesidad de realizar estudios adicionales para
confirmar los fenotipos de resistencla y su comportamiento frente a diferentes

alslados.

La obtencion de plantas que posean altos niveles de resistencia cuando
sdlo hay a nuestra disposicion fuentes de resistencla parclal o poligénica es un
desafio al que se enfrentan fitopatSlogos y mejoradores. En estos casos, para la
obtencion de lineas resistentes, la meta no debe ser crear plantas con inmunidad
total al virus, sino mantener niveles reducidos de acumulacidn de virus de modo
que no cause pérdidas econdmicas significativas. Ademas, hay autores que
sugieren que este tipo de resistencias que limitan perc no impiden la acumulacion
de virus son mas duraderas en campo (Lecoq y col., 2004, Padgget y col., 1990,
Palloix y col., 2009). Segin Palloix y col. (2006} la identificacién de los
componentes que controlan la resistencia parcial y la acumulacién de €stos en una
linea de mejora abre la posibilidad de construir nuevos genotipos con altos niveles
de resistencia. Por gjemplo, en el patosistemna CMY /pimiento, la combinacion de
mas de un mecanismo de resistencia {resistencia a la acumulacion, resistencia al
movimiento a larga distancia y tendencla al escape) en una linea de mejora dio

lugar a una resistencia efectiva en campo (Palloix y col., 2006).

Paralelamente, la bisqueda de fuentes de resistencia podria extenderse al
analisis de colecclones de mutantes. La mutagénesis inducida mediante la

aplicacion de sustancias quimicas o diferentes tipos de radiacion sigue siendo una
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fuente a explorar para obtener nuevas resistencias. En el sistema experimental
Arabidopsis thaliona, yva han sido identificados factores requernidos para la

replicacion o expresion de genes virales mediante €l escrutinio de mutantes

{revisado en Gomez y col., 200%a)
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CAPITULO 3.- DESARROLLO DE UN VECTOR VIRAL DERIVADC DE
PEPMV

3.1. Antecedentes

La posibilidad de manipular el genoma de un virus in virre mediante
clones infectivos permite explotar la capacidad de algunos virus para expresar
proteinas foraneas, no codificadas de forma natural por el genoma viral {Scholthof
y col., 1996}, En la actualidad existen varios ejemplos de virus utilizados como
vectores virales {Jia y col., 2003; Lico y col., 2008, Marillonnet y col., 2005
Porta ¥ Lomonossoff, 2002). Entre los vectores virales de plantas que se han
desarrollado, los mas estables y eficientes son los que estan basados en virus de
RNA compuestos por una sola cadena de sentido positivo. Algunos ejemplos
relevantes son los derivados de TMY (Tobamovirus) (Gleba y col, 2007, Jia ¥
col.,, 2003, Marillonnet y col., 2003} y de PVX {Potexvirus) (Baulcombe vy col.,
1895, Chapman y col., 1952b).

En el presente capitulo, basandonos en lo demostrade para otros
potexvirus ¥ siguiendo como modelo las construcciones generadas con PVX
{Baulcombe y col., 15993}, nos propusimos generar un clon agroinfective de
PepMY a partir del cual desarrollar un vector viral. Previamente al desarrollo del
vector viral se considerd importante realizar un estudio sobre la implicacion de la
CP en la multiplicacién de PepMYV. Adicionalmente, se realizd un estudio sobre el
posible efecto que podria tener la alteracion de las regiones 37 y 37 terminales del
gen CF sobre la eficiencia del vector viral. Con estos datos, se disend, construyo y
caracterizo un vector viral que expresa el gen GFP. Como este vector resultd tener
limitaciones importantes, se examind la posibilidad de expresar GFF desde el

genoma de PepMY utilizande una secuencia de control heterdloga.
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Aislados virales y material vegetal

El aislado viral empleado para el desarrollo del clon agroinfectivo
{PepMV-5p13) se revivic a partir de material Infectado y liofilizade de W.
benthamiana (Aguilar y col, 2002). Para ello, se Inocularon plantas de W,
benthamiana de aproximadamente 25 dias {5-6 hojas). Tras la Inoculacidn las
plantas fueron mantenidas en un invermaderc con unas condiclones de dia y noche

de |6 ha253-26°C y 8 ha 19 C, respectivamente.

Para el desarrollo de la construccion quimérica pBPepGFPACFPChZ se
utilizé el clon PeMUO&/44, que procede de un aislado de campe tipo PepMV -Ch2
{Gomez y col. 2009b).

3.22. Desarrollo de un clon agroinfective de PepMV

Para la generacion de un clon agroinfective de PepMYV se siguleron los

pasos gue se detallan a continuacion.
A.2.21. Sintesis de un cDNA complementaric a la longitud total del genoma

La generacién del cDNA comrespondiente a la longitud total del gRNA de
PepMYV se realizd por RT-PCR usando como melde el RNA total obtenido con
TRI-reagent {apartadoe 3.2.8) e Iiniciadores con secuencias nucleotidicas
especificas de los extremos 37 ¥ 37 del genoma, disenados en base a la secuencia
publicada del aislade de PepMV-Spl3 {Aguillar v col., 2002). Los iniciadores
fueron: CE-42 complementario al extremo 57 de la secuencia del virus, que
contiene una diana Sam HI, y CE-43, complementario al extreme 37, que contiene
una cola de 20 dTTP seguida de las dianas de restricciom: Xma I, Sma I, Apa 1, Sac

Il y Kprn I1{Tabla 3.1).

Para la sintesis de la primera cadena de cDNA, se emplearon 3 pl {=2p0)
de RN A total. La reaccion de transcripcion reversa se hizo en un velumen final de
20 pl que contenia 4 pl del tampon de transcriptasa reversa concentrade 5 veces,
7,5 pl del iniciador CE 43 10 uM, 1,5 pl de una mezcla de dNTPs 10 mM, 1,5 pl
de DTT 130 mM, 20 U de inhibidor de RNAsas (Roche) v 10 U de transcriptasa

reversa (Roche). Esta mezcla se incubd a 43°C durante 70 min. Tras la reaccion de
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retrotranscripcion €l producto se purificé utilizando columnas GENECLEAN

turbo {(}-Blogene) para eliminar las sales de la reaccion.

La primera cadena del cDNA se amplificd por PCR en un volumen final
de 30 pl. En la PCR se utilizaron 6 pl del producte de transcripcion reversa, 0,8
puM de cada iniciador {CE 42 y CE 43), 200 pM de la mezcla de dNTPs y 3,75 U
de Pfu Pyrobest {Takara) en el tampdn suministrado por el fabricante, en un
volumen final de 50 pl. El DNA se desnaturalizd durante 2 min a 94°C y se
realizaron 20 ciclos de 15 s de desnaturalizacidon a 94°C, 30 s de hibridacion a
35°C y 12 min de polimerizacion a 72°C. Al final de los 20 ciclos se dio un tiempo

de elongacién de 10 min a 72°C.

Tabla 3.1. Iniciadores empleados en 1a amplificacion del cDN A de longitud total de Pepldy.

MNombre Secuencia Tm (" C)
CE-42 3'- COCOCATCCOCAAAACAAAATAAATAA - 54
CE-43 3 - GGGOTACCOCGGGCCCGGG(TI20-5° B2

A.2.2.2 Clonaje en pTOPO-XL

Los fragmentos amplificados por PCR se purificaron de un gel de agarosa

al (,8% con cristal violeta recomendado para la purificacién de fragmentos de 3-

12 kb que ofrece el kit TOPO-XL PCR Cloning Kit {Invitrogen).

Una vez purificadas las bandas se sometieron a una reaccion de A-taifing
con el fin de anadir un dATP en los extremos 57 del inserto y prepararlo para la
ligacién en el pTOPO-XL. La adicion de los dATPs en los extremos se realizé en
un volumen de reaccién de 20 pl. Para ello se emplearon 16 pl (=150 ng) del
producte de PCR purificado, 0,8 pl de dATP a una concentracidn final de 0,2
mM, 2 pl de tampon 10x de reaccién de la Taq polimerasa vy 10 unidades de
Ecotag {Ecogen). La mezcla se incubd a 72°C durante 30 min. Finalizada la
incubacion la reacclon fue purificada con el kit ULTRAKIT ™13 {MO BIOY) para
la eliminacitn de sales.

La banda purificada se sometld a una reaccion de ligacidn estandar

sigulendo €l manual del Kit pTOPO-XL. El producto final fue transformado en
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Escherichia coli TOP10 mediante electroporacion (Gene pulser I vy capacitance

gxtender;, Bio-Rad laboratories, CA, USA) siguiendo las mstrucciones del kit.

Las colonias obtenidas fueron analizadas tras su multiplicacion en medio
LB {Luria-Bertoni). La preparacion del DN A plasmidico se llevd a cabo mediante
cultivos a partir de colonias aisladas en 3 ml de medio LB a 37°C toda la noche.
Los cultivos se centrifugaron durante 3 min a 7.500 rpm a 4°C. El pellet resultante
se resuspendid en 230 pl de tampdn de resuspension | {Tris-Cl 30 mM pHE.
EDTA 10 mM; 100ug/ml de RNase A, Qiagen). Posteriormente se anadieron 250
pl de tampoén de lisis 2 (NaOH 200 mM, 1% SDS), se agitd 6-7 veces y se
anadieron 250 pl del tampon de neutralizacion 3 {AcNa 3M pH35,3), se agitd 6-7
veces y se dejd incubar en hiele 5 min. Tras la incubacion se centrifugaron los
tubos a 13.000 rpm durante 15 min a 4°C. 5¢ recogieron los sobrenadantes y se
anadi¢ | ml de Et-OH 100% para precipitar €l DN A. Seguidamente se centrifugo
a 14.000 rpm, 15 min a 4°C. El pellet final se resuspendié en 30 ml H,O estéril.

Una alicuota del DNA obtenide asi fue digerido con las enzimas de
restriccion Bam HI y Eco RI {New England Biolabs) para realizar un analisis de
restriccion y comprobar la direccion del inserto. Los clones portadores del inserto
fueron posteriormente digeridos con las enzimas de restricclon Sam HI y Xma 1,
dianas de corte (nico situadas en los extremos del genoma del virus y que liberan
al Inserto del vector preparandolo asi para el clonaje en pBING1. Los clones

seleccionados fueron denominados pTPepXL6, pTPepXL7 y pTPepXLS.

3.2.23. Clonaje en pBING1

El vector binaric pBING! y los clones portadores de los insertos fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Bam HI y Xma 1. Para ello se emplearon
1,500 pg de DNA en cada caso, a los que se le anadieron |{ unidades de cada
enzima y el tampdn recomendado por el fabricante para digestiones dobles en un
volumen final de 30 pl. La reaccidn se llevd a cabo durante 3 horas a 37°C. Los
DNAs digeridos se sometieron a clectroforesis en gel de agarosa 0,7%, se
recuperaron las bandas de interés del gel y se purificaron utilizando el kit
GENCLEAN Turbe ((Q-blogene). Una vez purificadas las bandas se estimé la

concentracién del DNA por electroforesis.
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En las ligaciones se emplearon 100 ng de vector defosforilado v 100 ng de
mnserto {ratio 122} a los que se le anadieron 40 unidades de ligasa (T4 DNA ligase;
New England Biolabs) mas el tampon adecuade en un volumen final de 20 pl. La
mezcla se iIncubd a 16°C durante toda la noche para cbtener el maxime nimero de
transformantes. El producte de la ligacién fue concentrado a un volumen final de
3ul por medio de precipitacion etandlica sin sales con glicdgeno (Roche) y se

transformé en E. coli TOP10 mediante electroporacion.

Para la electroporacién se siguleron las condiciones estandar
recomendadas para E. cafi (25 |F de capacitancia, 200 (2 de resistencia, 2500 V)
en cubetas de 0,2 cm. Se anadieron 1,5 pl de la reaccidn de ligacion concentrada a
40 1l de células competentes. Después de la electroporacion, las células se
transfirieron a | ml de LB y se incubaron a 37°C durante | h con agitacion suave
{100 rpm), para dejar que las c€lulas pudieran expresar €l gen de resistencia al
antibiotico. Posteriormente se sembraron en placas Petrl con medio LB-Agar que

contenian kanamicina {30 ng/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37°C.

La preparacion del DNA plasmidice se realizo del misme modo que para

los clones de pTOPO-XL, es decir, a partir de colonias alsladas en 3 mlde LB. El

pellet en este caso fue resuspendido en 30 pl.

Alicuotas de 4 pl del DN A obtenido fueron digeridas con las enzimas de
restriccion Bam HI vy Eco Rl {(New England Biolabs) para realizar el analisis de
restriccion. De cada reaccion de ligacion fueron seleccionados de nuevo tres
clones a los que denominamos: pBPepXL6.l, pBPepXL6.2, pBPepXLlAa.3,
pBPepXL7?7, pBPepXL78, pBIPepXL7.%, pBPepXL%.1, pBPepXLB8.2 ¥
pBPepXL5.3.

3.2.2.4. Construccion pT7PepXLE

Con el fin de situar el cDNA de PepMY bajo ¢l control del promotor de
transcripclon T7 se realizd una nueva reaccidn de PCR. Se tomod como molde el
clon pTPepXL6 (resultade del apartade 3.2.2.2) v se amplificS la longitud total
del genoma con la pareja de iniciadores CE-484 (el cual incluye la secuencia
promotora de la RNA polimerasa T7) {3-

AATACGACTCACTATAGGGAAAACAAAATAAATAA-S, Tm: 31°C; en subrayado
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aparece la secuencia promotora) y CE-43 (Tabla 3.1). La PCR se llev5 a cabo bajo
las mismas condiciones que la descrita en €l apartado 3.2.2.1. El fragmento

resultante fue clonado en €l vector pTOPO-blunt dando lugar al clon pT7PepXL6.

3.2.3, Construccion pTOPO-GFP

El clon pTOPO-GFP, portador del gen que codifica la GFP, se obtuve a
partir de la amplificacién del ORF de la GFP del plasmide PYX:GFP 208
{Baulcombe y col., 1993). El ORF fue amplificado con los iniciadores CE-236,
que contiene diana Sac Il y CE-227 {Tabla 3.2), que contiene una diana Affu I, con
las secuencias nucleotidicas especificas de los extremos 3 y 3° del gen GFP,
respectivamente. La PCR se llevd a cabo con 2,5 U de Pfu Pyrobest (Takara), 0,4
1M de los inciadores, 200 uM de los ANTPs en el tampon suministrado por el
fabricante ¥ en un volumen final de 30 pl. Como melde de las PCR se utilizo el
plasmide PYX:GFP 208 {Baulcombe y col., 15995). La mezcla se sometid a los
sigulentes ciclos de PCR: un ciclo durante 2 min a 54°C, 20 ciclos de 15 s de
desnaturalizacion a 94°C seguidos de 30 s de hibridacién a 33°C y | min de
polimerizacion a 72°C. Al final de los 20 ciclos se dic un tiempo de elongacién de
6 min a 72°C. El producto resultante fue directamente clonado en el pTOPOblunt

dando lugar a la construccion p TOPO-GFP.

Tabla 32. Iniciadores empleados para generacidn del clon pTOPOGFP.

MNombre Secuencia Tm (*C)
CE-236 5 -COCCOCOCATSAGTAAASCAGAASAAC-T 5t
CE-227 F-OCOACOCOTTITATTTOTATAGTTC ATCC ATG-5° 55

3.2.4. Construcciones de DNA derivadas del clon infectivo de PepMV

Para la realizacion de los estudios sobre la implicacion de la CP en la
multiplicacion viral fueron desarrcolladas una serie de construcciones que dieran
lugar a mutantes de PepMV gque no expresan la CP, denominadas pT7PepXLbagg
y pBPepGFPACPL, 2, 3, v 4 {(a las que se les introducen diferentes
modificiaciones) y pT/PepGFPACP], ademas de la construccion pBINCPep. 5, en
la cual se encuentra clonada la CP de PepM V. Para el desarrolle del vector viral

se generaron dos construcciones portadoras del gen GFP que darian lugar a dos
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versiones de un misme vector, denominadas: pBPep30] y pBPepd.128. Para ¢l
ensayc de un promotor heterdlogo  fue generada la  construccion
pBPepGFPACPCHZ. En el Anexo 2, se presenta una tabla la cual redme todas las
construcciones virales {denominacion y esquema) utilizadas en este capitulo. A
continuacion se presenta con detalle 1os pasos realizados para la obtencion de cada

una de las construcciones mencionadas.

3241, Construccion pT/7PepXL&agg

La obtencion del fragmentoc PepXLbagg se realizdé por mutagénesis
dirigida utilizando el método de PCR solpante. La mutacion consistié en el
cambic del segunde nucledtido del coddn de inicio de la traduccion de 1a CP, de
ATG a AGG. Se llevaron a cabo tres PCRs {(Figura 3.1). En la PCRI se
amplificaron 5.640 nt, los cuales contienen el gen de la replicasa, €]l TGB y los 11
primeros nt de la proteina de la capsida; los iniciadores empleados fueron CE-42
{Tabla 3.1} y CE-19%9 {Tabla 3.2) portador de la mutacion deseada. Paralelamente,
en la PCRZ se amplificé la CP completa y el extremos 3'UTR utilizando los
iniciadores CE-19% {con el mismo cambio de nuclestido que el CE199) y el CE-

43 (Tabla 3.1).

Como molde de las PCR1 y 2 se utilizd el plasmide pTPepXL6 {obtenido
en ¢l apartado 3.2.2.2). Las PCRs se llevaron a cabo con 5 ng de molde, 2,5 U de
Pfu Pyrobest {Takara), 0,8 uM de los inciadores, 200uM de los ANTPs en ¢l
tampon suministrado por el fabricante y en un volumen final de 530 pl. La mezcla
se sometid a los siguientes ciclos de PCR: un ciclo durante 2 min a 34°C, 15 ciclos
de 15 s de desnaturalizacién a 94°C seguidos de 30 s de hibridacion a 31°C y 10
min {PCR1} o 4 min {PCR2) de polimerizacion a 72°C. Al final de los 15 ciclos se
dio un tiempo de elongacidn de 12 min {(PCR1) 0 6 min (PCR2) a 72°C.

Para la PCR3 ¢l melde utilizadoe fue €] producto mezclado de las PCRs | ¥
2 previamente purificados. La mezcla de PCR3 se desnaturalizd durante 2 min a
94°C y se realizaron en primer lugar 3 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a 54°C,
| min de hibridacién a 40°C vy 12 min de polimerizacion a 72°C, posteriormente se

sometid 15 ciclos de 15 s de desnaturalizacion a 94°C seguidos de 30 s de
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hibridacién a 32°C y 12 min de peolimerizacién a 72°C. Al final de los 15 ciclos se

dio un tiempo de elongacionde 12 min a 72°C.

pT PepLG

PCR1

PCRA i

AEE

Figura 3.1. Estrategia utilizada para la generacidn del fragmento PepXlLbagg. Se indicala
posicidn y orientacion de los iniciadores.

El fragmento resultante fue clonado en el vector pTOPO-XL, dando lugar
al clon pTPepXLbagg. A continuacion para situar la construccidn bajo €l control
del promotor de transcripcion T7, se siguleron los mismos pasos que en el
apartado 3.2.2.4. El fragmento resultante fue clonado en el vector pTOPO-blunt

dando lugar al clon pT7PepXLbagg.

Tabla 3.3. Iniciadores empleados para generacion del mutante PepXLBagg. Los nucledtidos
subrayados introducen la mutacidn correspondiente.

MNombre Secuencia Tm {*C]
CEI93 T -CAATAAACAATCAGOCCTOACAC-T 48
CE- 199 F-OTOTCAGGCCTGATTG ATTG-5° 48

A.2.4.2. Construcciones pBPepGFPACP

Se generaron cuatro construcclones diferentes en las que la CP de PepMY
fue  reemplazada por la  GFP: pBPepGFPACPL,  pBPepGFPACPZ,
pBPepGFPACPS vy pBPepGFFPACP4. Los principales pasos para la generacion de

dichas construcciones fueron los sigulentes:

Paso 1: PCR solapante que diera lugar a un fragmento GFP-3’UTR (en el caso de
las construcciones | y 2) o fragmento GFP-120.3'UTR {en el caso de las
construcciones 3 y 4, portador del gen de la GFP fusionado al extremo 3° de

PepMY {Figura 3.2).
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Para la obtencion del fragmentoe GFP-3’UTR, se amplificéd en primer lugar
el gen de la GFP {PCR1} con los inicladores CE-236 (Tabla 3.2) y CE-456 {Tabla
3.4), el cual incluye una secuencia adicional de 18 nt complementarios al extremo
3'UTR de PepMYV. Paralelamente, en la PCR 2 se amplificé el extremo 3'UTR de
PepMYV utilizando los iniciadores CE-457 {Tabla 3.4}, que incluye una secuencia
adicional de 18 nt complementarios al extremo 37 del gen de la GFP y CE-43
{Tabla 3.1). Los wmicladores CE-4536/CE-457 complementarios entre  si,
permitieren el solapamiente de los fragmentos anteriores utilizando la

combinacidn de los iniciadores CE-236 y CE-43.

En el fragmento GFP-120.3’UTR se Incluyeron 120 nt adiclonales del
extremo C- terminal de la CP. Este fragmento fue generado del mismo medo que

GFP-3'UTR (Figura 3.2} utilizando come iniciadores complementarios CE-460 y
CE-461.

Como molde de 1a PCR1 se utilizé el plasmideo pTOPOGFP v come molde
de la PCR2 se tomé& ¢l plasmido pTPepXL6 {obtenido en el apartado 3.2.2.2). Las
PCRs se llevaron a cabo con 5 ng de molde, 2,5 U de Pfu Pyrobest {Takara), 0,4
pM de los inciadores, 200uM de los ANTPs en el tampdn suministrado por el
fabricante y en un volumen final de 30 pl. Las condiciones de las PCRs fueron las
mismas que las utilizadas en el apartade 3.2.4.1 ajustandc las condiciones de
temperatura de hibridacidn y tiempos de polimerizacidn a la temperatura de los
iniciadores {I'm) utilizados y el tamano del fragmento amplificado en cada caso.

GFP
arp g {GEEEE PCR =

ren e >y cp <EEa)
m’> Ea‘um<ﬁl -
L@

PCR2 ; :
FCR3
FCR3 ¢
l 120 nt CP
JUTH » 5uTR
Gt PR = "
Fragmento GFP-3'UTH Fragmentc GFP-120.3'UTHR

Figura 3.2 Estrategia utilizada para generacion de los fragmentos GFP-3'UTR vy GFP-1203'UTR.
Se indica 1a posicidn y orientacion de los iniciadores en cada caso.
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Paso 2: PCRs solapantes para la generacidn de fragmentos PepGFPACP

Los fragmentos PepGFPACP fueron generados a través de PCRs solapantes.
En la figura 3.3 se especifican los plamidos, regiones amplificadas e nicladores

especificos utilizados en cada caso.

En la PCRI se amplificaron 1.100 nt del genoma de PepMYV los cuales
contienen parte del TGB y el inicio del ORF de la CP con los inicladores Pep303
y CE-438/CE-351{Tabla 3.4} segiin el caso, que incluyen una secuencia adicional
de & nt complementaricos al extremo 37 del gen del GFP. Para la obtencion de los
fragmentos PepGFPACP] ¥ 3 se tomd como molde de la PCR1 el plasmide
FTPepXL6 con la combinacidn de iniciadores Pep3{3 y CE-458, que sitda el ORF
de 1a GFP {codon de inicio modificado a AGG) a 36 nt del codon de inicio de 1a
CP. Para la obtencion de los fragmentos de PepGFPACP 2 y 4 como molde de la
PCR1 fue utilizado el plamido pTPepXLboagg con la combinacion de iniciadores
Pep303 v CE-351, que sitda ¢l ORF de 1a GFP (con su propic ATG) a 38 nt del
codon de inicie de la CP {codon de iniclo modificado a AGG), y ademas incluye
una diana Sarc Il Justo aguas arriba del coddn de inicio del ORF de 1a GFP.

En la PCRZ se amplificd el fragmento GFP-3'UTR o GFP-120.3'UTR
utilizando los inicladores CE-4539 {en el case de PepGFPACP | v 3) o CE-352 {en
el caso PepGFPACP 2 v 4) {Tabla 3.4} que incluyen una secuencia adicional de 18
nt complementarios al extremo 3 de la CP y el CE-43. Los iniciadores CE-
458/CE-459 y CE-3531/CE-333 complementarios entre si, permitieron el
solapamiento de los fragmentos anteriores utilizando la combinacion de los

iniciadores Pep303 vy CE-43.

Las PCRs se llevaron a cabo con 3 ng de meolde, 2,5 U de Pfu Pyrobest
{Takara), 0,4 pM de los inciadores, 200 pM de los dNTPs en el tampon
suministrado por €l fabricante vy en un volumen final de 30 pl. Las condiciones de
las PCRs fueron las mismas que las utilizadas en el apartado 3.2.4.1 ajustando las
condiciones de temperatura de hibridacion y tiempos de pelimerizacién a la Tm

de los iniciadores utilizados y el fragmento amplificado en cada caso.
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Figura 3.3. Ezquema szeguido para la generacidn de los mutantes PepGFPACP. Se indican los
moldes utilizados, 1a regidn amplificada, 1a posicidn y orientacion de los iniciadores en cada caso y
los sitios de restriccion utilizados. 1) PepGFPACPI, 2) PepGFPACEZ, 3) PepGOFPACP3 v 4)
PepGFPACP4.

Tabla 3.4 liuciadores utilizados para la generacion de los mutantes PepGFPACE.

Nombre Becuencia ;EEI)
Pep303 3 -COCAATTGCAGGCACTGGG-F 52
CE-351 3- CTCCTTITACTCATCCOCOOOCACTTOAAGTOOGCAGT -5° B3
CE-333 S-GCTOCCACTTCAAGTOCCCOCOOATCAGTAAAGGAG -3 B3
CE-456 3 - CTOATTAAGTTTCGAGTOTTTATTTGTATAGTTCATC -5° 54
CE-457 5 -GCATCGAACTATACAAATAAACACTCCAAACTTAATCAG -3 54
CE-458 3- TTCTTCTCCTTTACTCCTACTTGAAGTGOCAGCAALC -5 59
CE-439  3'- OTTGCTGCCACTTCAAGTAGCAGCTAAAGGAGAAGAA T 39
CE-46{ 3-CTTTTGCCTAGCCAAGGCTTATTIGTATAGTTCATC-5" 57
CE-461 S -CATCGAACTATACAAATAAGCCTTGOCTAGGCAAAAG- T 57
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Paso 3: Los fragmentos resultantes de 1la PCR 3 fueron clonados en el
vector pPTOPO-blunt ¥ posteriormente secuenciados. Una vez confirmadas las
secuencias, los clones fueron digeridos con Xmn | y Xho | {flanquean la region
modificada dentro del pTPepXL6) v subclonados en pTPepX LA, De este modo se
obtuvieron los clones: pTPepGFPACPL, 2, 3 v 4. Por dltimo los fragmentos
fueron situadas bajo el control del promotor 355 en pBINGI, entre las dianas

BamH 1 y Xma I dando lugar a los clones pBPepGFPACPL, 2,3 v 4.

3.2.4.3. Construccion pT7PepGFPACP1

Para la generacion de la construccion pT7PepGFPACP! se siguleron los
mismos pasos que en el apartado 3.2.2.4, utilizando en este caso como molde el

clon pTPepGFPACP], obtenido en el apartado anterior.

A.2.4.4. Construccion pBINCPep

La construccion pBINCPep, portadora del gen que codifica la CP de
PepMYV, se obtuvo a partir de la amplificacion del ORF de la CP del plasmide
PTPepXL6 con los inicladores CE-356, complementario al extremo 3’ de 1la CP, y
un eligo d{T} {Tabla 3.6). El fragmentoc obtenido fue clonade en pBINGI

previamente digerido con Sma [ que permite 1a ligacidn de extremos romos.

La amplificacion de 1a CP se llevd a cabe por PCR. Se utilizaron 3 ng de
molde, 2,5 U de Pfu Pyrobest {Takara) ,0,5 pM de los inciadores, 200 uM de los
dNTPs en el tampdn suministrado por el fabricante ¥ en un volumen final de 30
pl. La mezcla se sometid a los siguientes ciclos de PCR: un ciclo durante 2 min a
04°C, 20 ciclos de 153 s de desnaturalizacion a 94°C seguidos de 30 s de
hibridacion a 40°C y 2 min de polimerizacion a 72°C. Al final de los 20 ciclos se

dio un tiempo de elongacién de 5 min a 72°C.

Tabla 3.6. Iniciadores empleados para generacidn del clon pBINCPep.

Nombre Secuencia Tm (*C)
CE-336 S -COCOOATCCCAATCATOCCTGACAC T 58
Oligo d('T) diTile 4
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3245 Construccicnes PepMV:GFP: pEPepS01 y pEPepb.128

Fueron generadas dos construcciones de PepMV portadoras del gen GFFP:
pBPep30! y pBPep5.128. La estrategia utilizada en los dos cases fue basicamente
la misma que para la generacion de las construcciones pBPepGFPACP, es decir a
traveés de PCRs solapantes y posterior subclonaje en pTPepXL6 {apartado 3.2.4.2.,
a partir del paso dos). Para la generacién de la construccién pBPep0! (Figura
3.4) se tomaron como moldes en la PCR1 ¢l plasmido pTPepGFPACP! con la
combinacion de miciadores Pep303 y CE-332 (Tabla 3.7) v en la PCR2 el
plasmido pTPepXL6 con la combinacién de iniciadores CE-301 {Tabla 3.7) vy CE-

43,
Pepi LEGF PACP UTH
H

H PCR1

PepiLE

H L = i

; PCRZ ; :51
() | Pez 5

i i

i i

+ IGP SGEPd 'I'

Fepsi1

Figura 34. Esquema seguido para la generacion de la construccion pBPep501. Se indican los
moldes utilizados, la regidn amplificada, 1a posicidn y orientacidn de los iniciadores.

PopiLe AUTA

; PZR 1

: - PopL 65 F PRac'p
|
| Rz
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Figura 3.5. Esquema seguido para la generacion de la construccion pBPep5. 128, Se indican
los moldes utilizados, la regidn amplificada, 1a posicidn y orientacidn de los iniciadores.
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Para la generacidn de la construccion pBPep5. 128 (Figura 3.5) se tomaron
como moldes en la PCRI, el plasmide pTPepXL6 con la combinacion de
iniciadores Pep303 y CE-34 (Tabla 3.7) y en la PCR2 el plasmide
FTPepGFPACP] con la combinacion de inicladores CE-303 (Tabla 3.7) y CE-43.

Tahla 3.7 Iniciadores empleados para generacion de los mutantes Fep301 y Pep5. 128,

Nombre Secuencia Tm (*C)
CE-301 CAAAACTFAACCCOTICCAAGTTATTTGTATAGTTCATC 36
CE-302 GATGAACTATACAAATAACTTGGAACGGOTTAAGTTTTC 36
CE-303  GCAAAACTTAACCCOTTCCAAGSTTAAAGTICAGGGGGTGS 38
CE-304 CACCCCCTOAACTTITAACTTOGAACGGOTTAAGTTTTC 38

Las PCRs se llevaron a cabo con 3 ng de molde, 2,5 U de Pfu Pyrobest
{Takara), 0,4 pM de los iniciadores, 200 M de los ANTPs en el tampon
suministrado por el fabricante y en un volumen final de 50 pl. Las condiciones de
las PCRs fueron las mismas que las utilizadas en el apartado 3.2.4.1 ajustando las
condiciones de temperatura de hibridacion y tiempos de pelimerizacién a la Tm

de los iniciadores utilizados y el fragmento amplificado en cada caso.

3.2.4.6. Construccion pBPepGFPACPCHh2

El fragmento PepGFPACFChZ fue el resultado de la sustituciom de la
region seleccionada como SGP de la CP de PepMV-5p1 3 por la de PepMV -Ch2
{PeMUQ8/4). Para ¢llo se siguleron los pasos que se detallan a continuacién y se

muestran en la figura 3.6

17y Amplificacién del SGP de PepMV-ChZ con la pareja de iniciadores CE-497
{incluye una secuencia adicional de 17 nt complementarios al extreme 3’ del ORF
4 de PepMV-5pl3) y CE-498 {incluye una secuencia adicional de 18 nt
complementarios al extremo 3 del ORF de la GFP). Como moelde de la reaccidn
se utilizd el plasmido PeMUOR/44 {apartado 3.2.13.

2%y Amplificacién del ORF de la GFP con los inicladores CE-499 {incluye

secuencia adicional de 1¥ nt complementarios al extremo3’ de 50P de PepM V-
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Ch2) y CE-43. Comeo melde de la reaccidn se utilizé el plasmido
pTPepGFPACPIL.

3") PCR solapante de los fragmentos | vy 2 obtenidos en los pasos anteriores
utilizando la pareja de iniciadores CE-497 y CE-43.

4%y Amplificacion de parte del TGB de PepMV-5p13 con los Iniciadores Pep303 v
CE-5300 {incluye una secuencia adicional de 16 nt complementarios al extremo ¥’
del SGP de PepMV-Ch2).

5%) PCR solapante de los fragmentos obtenidos en los pasos 3 y 4 utilizando la
pareja de iniciadores Pep303 v CE-43.

6%) Clonaje de la PCR resultade del paso & en pTOPOblunt

7%) Subclonaje a pTPepXL6 entre las dianas Xmn 1 v XYho I, dando lugar a la
construccion pTPepGFPACPL.

&%) Subclonaje a pBING!I entre las dianas Bamf 1 y Xma L

PeMLGES dd CRPAUTR
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L _i PoRz |
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Figura 3.46. Pazos seguidos para el dezarrollo de 1a construccion pBPepGFFACPCHhZ. Se indican
los maoldes utilizados, 1a region amplificada, la posicidn y orientacidn de los iniciadores en cada
cas0 y los sitios de restriccion utili zados en &l subclonaje.
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Tahla 3.8 Iniciadores empleados para generacion de la construccion PepGFPACPChZ.

MNombre Secuencia Tm {("C)
CE-497 SCAATAAACTTICTCCCCTTGGAACGGGTTAAGT 38
CE-493 TTCTTCTCCTTTACTCATATCTGATGGGTTAG AAGT 57
CE-499 GCTTCTAACCCATCAGATATSACTAAAGCAGAAGAA 57
CE-500 ACTTAACCCOTTCCAAGGGGAGAMASTTTATTGC 58

3.2.5, Transcripciones in vitro

Los clones pTPepXL6, pTPepXLbagg y pTPepGFPACP previamente
digeridos con la enzima Kpr | fueron utilizados como melde en la reaccion de
transcripcion i vitre con la RNA polimerasa de T7 en presencia de estructuras

cap {m?Gjpppr). Para la reaccidn de transcripcidn se utilizé el kit de Promega,

RiboMaAX™ Large Scale RNA Production Systems.

La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 20 pl con | pg de
DNA, 6 pul de rTNTPs (25 mM ATP, CTP y UTP ¥y 2 mM GTP), 10 pl de T7 RNA
polimerasa mix, 40 mM de Ribo m’G CAP andlogo en 4 pl del tampén
suministrade por el fabricante. La mezcla se incubd durante 3 h a 37°C. La
presencia de los transcritos se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa

al 1%. Los transcritos obtenidos fueron utilizados para inocular protoplastos de V.

bermthamiana.

3.2.6. Aislamiento e inoculacion de protoplastos de N. benthamiana.

El protocolo de alslamiento de protoplastos de N, benthamiana que se
utilizdé es una adaptacidn del protocolo descrito en Plarr Virology Protocols,
volumen 81 {(Weston y Tumer, 1398). Para el alslamiento de protoplastos de .
benthamiana se partid de plantas de 5 semanas de edad cultivadas en fitotron con
un fotoperiodo de 16 h de luz a 25°C y & h de oscuridad a 18°C. Las hojas
totalmente expandidas se esterilizaron superficlalmente por inmersion, durante 30
min, en una solucién de hipoclorito sodico al 10% a la que se le anadieron 2-3
gotas de Tween-20. La solucidn desinfectante se elimind mediante tres lavados
sucesivos (3, 10 y 15 min respectivamente) con agua destilada estéril. Los

procesos de desinfeccidn y lavado se realizaron bajo una suave y discontinua
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agitacion manual. Una vez desinfectadas, se realizaron cortes transversales desde
el nervie central hacia el borde de 1a hoja, dejando una distancia aproximada entre
cortes de 1-2 mm. Las hojas cortadas fueron colocadas {haz hacia arriba) en
placas Petrl grandes {15 cm de diametro), conteniende 25 ml de tampon MMC
{13% Manitol, >mM MES v 10 mM CaCl,, pH 58} y se mantuvieron asi 30
minutos a temperatura ambiente. Transcurrideo este tiempo se elimind el tampon
MMC vy se anadieron 23 ml de solucion enzimatica por placa. La solucion
enzimatica consistio en 0,2 g Onorika Cellulase R-10 (Yakulr Honsha) , 025 ¢
Marcerozime R-10 (Duchefa Biochemies), y 100 ml tampon MMC, a pH 5,8. La
esterilizacion del medio enzimatico se realizd por filtracion a través de filtros de
45> pm de tamanc de poro (Millipore Corporation, Bedford, Madison, USA). Las
placas fueron selladas con parafilm v se incubaron en oscuridad a 25%C toda la
noche. Finalizada la digestidn, la suspension cruda de protoplastos fue retirada de
las placas con cuidado de no coger restos vegetales, y se distribuyd en tubos
falcon de 50 ml. Se centrifugaron a 1.000 rpm durante 4 min a 20°C. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendid suavemente el precipitado en 13 ml de tampon
MMUC. La suspension de protoplastos fue centrifugada de nuevo a 1.000 rpm
durante 4 min a 20°C. El precipitade resultante fue resuspendido en 6 ml de
tampdn MMUC y situado sobre un colchdn de sacarosa (tubo falcon de 15 ml el
cual contenia 7 ml de sacarosa al 20,5%). Tras una centrifugacion a 1.300 rpm
durante 15 min, €l anillo de protoplastos formado en la interfase se recogid con
una pipeta Pasteur, se resuspendid en 30 ml de tampén de electroporacion frio
{150 mM NaCl, 4 mM CaCl;, 0,4 M Manitol vy 10 mM Hepes, pH 3,8} v se
procedid al recuento. Se centrifugaron a 1.000 rpm durante 4 min y el precipitado
se resuspendié de modo gue contuviese 1x10° protoplatos/ 500 1] de tampdn de
electroporacion. Se repartieron en tubos eppendorf y se mantuvieron en hielo.

Los protoplastos fueron inoculados con RNA  transcrite mediante
electroporacion. Para ello, se mezclaron 5 y/o 10 peg de RN A transcrito con 1x10°
de protoplastos. La electroporacién se llevd a cabo en el Gene pulser T ¥

capacitance extender {Bio-Rad laboratories, CA, USA) a 1.000 pF, 180 V vy 100

2. Tras la electroporacion, los protoplastos se transfirieron a un tubo eppendorf de
1,5 ml, se dejaron en hielo durante 20 min ¥ se centrifugaron a 70 g, 5 min a 4°C.

El pellet resultante se resuspendid en 1,5 ml de medic de cultive Aokl & Takebe
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{13% Manitol, > mM MES y 10x Sales Aokl & Takebe: 2ZmM KH;PO4, 10mM
KNG, 1OmM Mg50,, 10 pM KI, 1pM Cu50,, 100mM CalCl;) y se sembraron en
placas de Petri con un diametro de 2,5 cm gque previamente se habian recubierto
con una solucidn que contenia 1% de agarosa, 13% de manitol ¥y 1% de sacarosa.
Las placas se Incubaron en oscuridad a 25°C. Finalizada la incubacitn se
recogieron los protoplastos ¥ se centrifugaron a 70 g, 3 min a 4°C. El pellet
resultante fue congelado inmediatamente con Nitrogeno liquido y se procedis a la

extraccion de RNA.

3.2.7. Ensayos de A groinfiltracién

A.271. Transformacion de Agrobacterium

Las células de Apgrobacterium tumefaciens {cepa C38C! y plasmido de
virulencla pCH32) se transformaron por electroporacion con el plasmide
correspondiente en cada caso. Las electroporaciones se llevaron a cabo en el
electroporador Gene pudser I1 v capacitance extender, en cubetas enfriadas en
hielo y de acuerdo con las instrucciones del fabricante {25 pF de capacitancia, 400
L2 de resistencia, 2300 V). Se anadieron 0,5 pl de plasmido a 20 pl de células
electrocompetentes de Agrobacterium. Después de la electroporacion, las células
se transfirieron a | ml de medio LB y se cultivaron durante 3 h a 28°C con
agitacion suave {80 rpm) para permitir que las células expresaran los genes de
resistencia a los antibidticos. Se sembraron en placas de Petrl con medio LB-Agar
que contenian los antibidticos correspondientes y se cultivaron a 28°C durante 48

h.

3.2.7.2. Agroinfiltracion

Las colonlas alsladas de Agrobacterium transformadas se inocularon en 3
ml de medic LB con los antibidticos tetraciclina (3 ng/mL) vy kanamicina {50
ng/mL} ¥ fueron incubadas a 28°C durante la noche con agitacion enérgica (150
rpm). Las células se precipitaron mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 10
min a 4°C y se resuspendieron hasta alcanzar una DO de 0,6 en la solucion de
agromfiltracion [MgCl2 10 mM; MES 10 mM pH 5,6 y acetosyringona 130
M {Sigma)]. Los cultivos se Incubaron durante 2 h minimo a temperatura

ambiente antes de la agroinfiltracion. En  las co-infiltraciones de las
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construcciones de los mutantes de PepMV en presencia de CP, se mezclaron
volimenes 1guales de ambos cultivos antes de la agroinfiltracion. En las co-
Iinfiltraciones en presencia de pl% se anadieron a la mezcla 4,3 volimenes de
cultivo de 1a construccion para expresar la proteina supresora.

Las agromfiltraciones se realizaron sobre el envés de hojas de N

benthamiana {de unos 25 dias aproximadamente) con la ayuda de una jeringuilla

de 1 mlL

3.2.8. Extraccion de RN A total de hojas y de protoplastos de N. benthamiana

FPara la preparacion de RNA total de hoja se parud de 0,1 g de tejido
vegetal fresco. El tejido fue triturado con nitrégenc liquido en tubos eppendort de
1,5 ml ¥y se homogeneizéd con | ml de TRI-reagent {Sigma). En ¢l caso de las
preparaciones a partir de protoplastos, el pellet resultante fue homogenelzado con
0,25 ml de TRI-reagent. En ambos casos las preparaciones de RNA total se

llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.9. Deteccidon del RNA viral de PepMYV

3.291. Sintesis de sondas

Las sondas utilizadas para detectar €l RN A de PepMY se obtuvieron por
transcripcion i visrg del DNA Inserto en los plasmidos pGPepORFL+ v
pGPepCPO.3 (Figura 3.7). El plasmide pGPepORF1+ lleva inserto un fragmento
de 3.500 pb correspondiente a una region del gen de 1a replicasa viral del genoma
del virus. El plasmide pGPepCPO.3 lleva un inserte 850 pb complementario a
parte del TGB y parte de 1a CP.

Replicasa TGB CFP

.
U pGEPapCRO.a (G630 Kt

pGEPapDRF1+ [3.530 nt)
Figura 3.7. Plasmidos utilizados para la generacion de sondas de FepMY. pGORFI contiene

region complementaria a la replicasa y pOPepCP0.3 region complementaria a la CFP. Las cajas
rayadas indican las zonas complementarias al fragmento de RN A utilizado en cada caso.
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La sonda utilizada para la deteccion de GFP se obtuvo a partir del
plasmide pG2080GFP {Baulcombe v col, 1995). Este plasmido lleva inserto un
fragmento complementario al gen GFP10 y alaCPde PV X.

La preparacion de las sondas se encuentra descrita en ¢l apartade 2.2.6.1

del Capitulo 2.

A.2.9.2 Anilisis por dot blot y tissue-print

El analisis de las muestras por tissue-print se efectud sobre improntas de
peciclo de hoja y el analisis por dot-blot sobre extractos de RNA total, ambos en
membranas de nallon cargadas positivamente { Roche). El proceso de hibridacion

se encuentra descrito en el apartado 2.2.6.2 del Capitulo 2.

A.2.93 Anilisis por Northern blot

Para el analisis por Northemn blot se desnaturalizaron 3 pg de RNA total
durante 4 min a 63°C en ¢l volumen correspondiente del tampdn de carga 53X
{bromofencl, EDTA, formaldehido, glicerol, FA y agua estéril), después se
mantuvieron en hielo hasta el momento de ser cargadas en el gel. Las muestras
desnaturalizadas se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en
tampon que contenia HEPES 20 mM, EDTA | mM pH 8.0 y formaldehido al 6%.
La electroforesis se realizd a 30 V durante 4 h aproximadamente. Tras la
electroforesis, los RN As se transfirieron a una membrana de nailon®, se fijaron
mediante luz ultravioleta ¥y se hibridaron con sondas de RNA marcadas con

digoxigenina segin se describe en ¢l apartado anterior.

3.2.10. Anilisis de secuencias

El anilisis ¥ la alineacion de las secuencias se llevd a cabo utilizando los
programas Clustal XW disponible en www.eblac.uk/clustlw {Thompson y col.,
1997} y Bloedit v.7.0 disponible en http://www.mbioncsu.edu/BicEdit. A partir
de los alineamientos se calcularon los porcentajes de similitudes nucleotidicas con

Clustal X ¥,
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3.2.11. Prediceién de estructuras secundarias
Las predicciones de estructura secundaria del RNA se realizaron utilizando

el programa Miold 3.2 {Zuker, 1383} disponible en
http://bloinfo.rpl.edu/ - zukerm/ma.

3.2.12. Visualizacién de la GFP

La fluorescencia emitida por la GFP en las hojas de N, berivhamiana se
visualizd con una lampara de ultravicleta 100 W Handheld long-wave (UV
products, Upland, CA 51786, Black Ray model B 100AP) vy con un miscroscoplo

laser confocal mvertide Leica TCS SP2 {Leica Microsystems, Alemania.
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3.3. Resultados
3.3.1. Obtencidon de un clon “agreinfectivo” de PepMV

Para el desarrolle de un clon infectivo de PepMV se planted una estrategla
basada en los siguientes pasos: 1) obtencién de cDNAs que cubran la longitud
completa del genoma del virus, 2) clonacién de los ¢cDNAs en un vector
intermediarie (pTOPO-XL) y 3) subclonacion en un vector binarie (pBING1;
Bendahmane vy col.,, 2000) de modo que el cDNA quede bajo el control del

promotor 355, Este vector binario debe permitir la sintesis del RNA viral in vive.

En base a la secuencia del aislade PepMV-5p13 {Aguilar y col., 2000) se
disenaron los iniciadores CE-42 y CE-43 (Tabla 3.1). Estos iniciadores incluian
dianas Bam HI ¥ Xma | para los extremos 57 y 3°, respectivamente, de forma que
los cDNAs obtenidos pudiesen ser clonados direccionalmente en pBINGAI.
Utilizando estos iniciadores en experimentos de RT-PCR sobre un extracto de
RNA total de una planta de N. benthamiana Infectada, se obtuvieron cDNAs
correspondientes a la longlitud total del RNA gendmico {gRNA) de PepMY-5pl13
{6,4 Kb). Ademas del fragmento de DNA del tamano esperado, en la RT-PCR se
generaron  otros fragmentos de menor tamano, posiblemente producto de

Iniciacion inespecifica de los iniciadores (Figura 3.8).

Figura. 3.8 Producto de RT-PCR utilizando
los iniciadores CE-47 y CE-43 sobre extracto
de RNA total M. fenthamiong inoculada con
Pepbdy -5PI13. Marcador DNAR Hind III (calle
01 y producto de RT-PCR icalle 1)
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El fragmento de DNA de 6,4 Kb fue purificade, ligado y clonado en £
cofi en el plasmido pTOPO-XL como se describe en los apartados 3.2.2.1 v
3.2.2.2 de materiales ¥ métodos. Se decidid seguir adelante con tres clones
resultantes de la ligacidn, ya que, a pesar de utilizar polimerasas de alta fidelidad
en la amplificacidn y un nimere de ciclos bajo, podrian introducirse mutaciones
deletéreas que se individualizarian en cada clon independiente. Los clones
generados fueron plPepXLO, pTPepXL? y pTPepXLB. A continuacion, el
fragmento de DNA de 6,4 Kb fue subclonado en pBING! entre las dianas Bam HI
y Xma L. De nuevo se seleccionaron tres clones para cada uno de los clones de
partida dando lugar a nueve clones: pBPepXL6.1, pBPepXL6.2, pBPepXLb.3,
pBPepXL7?’7, pBPepXL78, pBIPepXL7.%, pBPepXL%.1, pBPepXLB8.2 ¥
pBPepXL5.3.

Se transformd A, twmefaciens con cada una de las construcciones en
pBING1, vy los cultivos liguidos de las cepas resultantes se infiltraron en plantas de
N, benthamiana. Tras 5 dias post-agroinoculacion (dpi) se observaron sintomas en
el 100% de las plantas agroinfiltradas con los clones pBPepXL6 {1 a 3) ¥
pBPepXL?5 (1 a 3). Las plantas agroinfiltradas con los clones pBPepXL7 (1 a 3}
mostraron sintomas a los 7 dpl. Los sintomas fueron similares a los tipicamente

inducidos por PepMV-5p13.

Para verificar la presencia de virus en las plantas agroinoculadas se realizé
un ensayo de hibridacién (Figura 3.9.). El analisis se realizé en improntas de
secclones de peciolos de hojas agroinoculadas v de hojas no inoculadas a 5 dpi. El
resultado de la hibridacion fue, como cabia esperar, positive para todas las

plantas, por lo gque se pudo deducir que los clones eran efectivamente Infectivos.
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pEPepxLG.3

pBPepXL7.7 &

pEPepxl 9.1 % *" b

L

E‘C+

Figura 3.9. Resultado de una hibridacion en membrana mostrando la presencia de PepMY en
plantas agromnfiltradas con los clones pBPepXL6.3, pBPepXL7T.7 v pBPepXL 9.1 a3 dpi. En la
parte superior aparecen numeradas de | a 3 las improntas de secciones de peciolos de 3 plantas
agroinfiltradas. Se incluyen dos improntas, una de hoja agroinfiltrada (improntaizquierda) y otra de
hoja infectada sistémicamente (impronta derecha). C- corresponde a las improntas de plantas
agroinfiltradas con los controles negativos, pBIN&l y pBGFP. En la parte inferior derecha se
encuentra un contral positivao de RMNA transcrito a partir del clon pLiPepddy 0.5, E1 RMA viral
fue detectado con una sonda marcada con digoxigenina complementaria al gen de la replicasa de

Pephd'.

De los clones obtenidos se optd por el pBPepXL6.3 (a partir de ahora
pBPepXL6) para trabajar en posteriores ensayos. La secuenciacion parcial de este
clon reveld la existencia de mutaciones que provocaban cambios de aminoacidos
¥ mutaclones silenciosas con respecto a la secuencia publicada de PepMV-Spl3.
Se detectaron un total de 4 mutaciones, de las cuales sSlo una, situada en el gen
GB35, da lugar a un cambio de amincacido. Sin embargo, €stas parecieron no

afectar a la infectividad del clon.

3.32. Estudio de la implicacién de la CP en la multiplicacién de PepMV

Puesto que la construccion de un vector viral basado en PepMV podia
afectar a la expresion del gen CP {ver mas adelante), previamente se decidio
realizar un estudio sobre 1a implicacion de 1a CP en la multiplicacion de PepMY.

Para llevar a cabo este estudio se disenaron a partir del clon agroinfectivo
de PepMY construcciones que alteraran la expresion de la CP. Se introdujeron dos
tipos de modificaciones. Por un lado, se introdujo una mutacién puntual en el
supuesto codon de inicio del ORF de la CP, cambiandolo de ATG a AGG {Figura
3.10, B). Muy posiblemente esta mutacitn anule la iniciacion de la traduccitn de
la CP ya que los siguientes codones ATG del ORF de la CP de PepMV no se
encuentran en un contexte favorable para el mnicio de su traduccion {Kozak,

15386). Por otro lado, se sustituy & parte del ORF de 1a CP por el ORF completo de
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la GFP, situandolo a 36 nt del coddn de inicie de 1a CP y en la misma pauta de
lectura {Figura 3.10, C). El efecto de las modificaciones realizadas fue evaluado
en protoplastos de . kenthamiana y mediante ensayos de agroinfiltracién en
hojas de V. benthamiana. Con el primer tipo de ensayos pretendiamos determinar
efectos en c€lulas (nicas directamente noculadas, y con el segundo tipo de
ensayos pretendiamos analizar también posibles efectos de las mutaciones en ¢l

movimiento c€lula a célula y a larga distancia del virus.

A) PepXLé orez lorrd  CP ﬁ A

B) PepXLoapge

o) PepGFPACPL

Figura 3.10. Construcciones de DNA utilizadas para el estudio de la implicacidon de 1a CP en
la multiplicacion de PepdY. A) PepXL6 (del clon agroinfectivo), genoma de PepMY =in
modificar. B) Construccion PepXLbBagg, la flecha roja indica mutacion puntual de ATG a

AGG del coddn de inicio de 1a CP. C) Construccion PepGFPACE, en 1a que se ha sustituido
parte del ORF de 1a CP porel ORF completo de Ta GFP.

3.3.2.1. Efecto de la CP sobre la multiplicacion de RNA viral en protoplastos de

N. benthamiana
Para estudiar el efecto de las mutaciones en células aisladas, se generaron
los clones pT7PepXLbagg (PepXLbagg), pT7PepGFPACP] {PepGFPACPL) ¥
PFT7PepXL6 {PepXL6, clon infective), de mode gque cada una de las
construcciones de DNA quedase situada bajo el control del promotor de

transcripcion T7.

En primer lugar se estudi& el comportamiento de PepXLbtagg. Para ello, se
inocularon protoplastos de N, benthamiara por electroporacion con RNAs
transcritos sintetizados in virre a partir de pT7PepXLbagg vy pT7PepXLA.

Transcurridas 24 h post-inoculacidn se realizaron extracciones de RNA total.

El analisis por Northem blot de las muestras obtenidas mostré una
diferencia notable de acumulacion de ENA viral entre los extractos de RNA total

procedentes de protoplastos inoculades con RNA de PepXL6 y los inoculados con
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RNA de PepXLbagg (ver figura 3.11). Estos resultados, que se repitieron
consistentemente en tres experimentos independientes, Indicaban que la
modificacién introducida en PepXLbagg provoca una reduccion de los niveles de
acumulacion de RNA viral en c€lulas inoculadas. Esta reduccidén podria deberse a
una implicacion directa o indirecta de la CP en la multiplicacion a nivel unicelular
de PepMYV, pero también podrian ser el resultado de la inestabilidad del RNA
viral debida a la no traducibilidad del ORF dela CF (Shyu v col., 2008; Sullivan y

Green, 1593). Para Investigar este aspecto, se prepard y ensayd PepGFPACP!
{Figura 3.11).

XLé XLéagg ACP1 C- C+ Figura 3.11. Andlizis por MNorthern-blot

m +— gRNA de extractos de RMNA 0 total . de

' protoplastos de N benthamicna

inoculados PepXL6 (XL6), PepXLbagg

(MLeagg) y PepGFPACPI (ACPI). C-

corresponde a extractos de RMNA total de

protoplastos sin inocular  y O+

corresponde a extractos de RN A total de

hoja  agromnfiltrada con el clon

agroinfectivo. El RNA  viral fue

detectado por hibridacidn molecular con

una sonda marcada con digoxigenina

complementaria a la replicasa de

Pepd¥. El control de carga se muestra

rRNA en el panel inferior. Se indica el ramaiio
del RNA gendmico de PepMV (gRINA)

En las muestras procedentes de extractos de RNA total de protoplastos
inoculados con RNA de PepXLf vy PepGFPACP! (Figura 3.11, calles | y 3,
respectivamente) se detectaron niveles similares de RN A viral gendmico {gRNA),
significativamente superiores a los obtenidos con PepXLbagg (Figura 3.11, calle
2). Los resultados obtenidos indican que la CP no es necesaria para la

multiplicacion de PepMY a nivel unicelular y sugieren que la reducida
acumulacion de RNA viral de PepXLbagg se deba a la inestabilidad del RNA
asociada con la no traducibilidad del ORF de 1a CP.
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3.3.2.2 Efecto de la CP sobre la multiplicacion de RNA viral en tejido

agreinfiltrado

A continuacion estudiamos el comportamiento de PepGFPACF] en tejido
agroinfiltrade. Para ello, 1a misma construccidn utilizada en el apartadeo anterior
fue situada bajo el control del promotor 335 en pBINGI, dando lugar a

pBPepGFPACP].

Esta construccion fue ensayada mediante agroinfiltracion en hojas de &
benthamiana totalmente expandidas. Como controles de la agroinfiltracion se
utilizaron los clones pBGFRP (expresa el ORF de la GFP) y pBING!1 {control
negativo). pBPepGFPACP! v pBGFP se co-agroinfiltraron con pBLl2 {(pl3), que
expresa el ORF de la P19 de Fomarto bushy stumnt virus (TB5SY), supresor del
silenciamiento de RN A, para evitar el decaimiento de la expresion de la GFP tras
varios dias post-inoculacion (Vomnet v col, 2003). Estas plantas fueron expuestas
a luz UY mediante una lampara de manc y observadas por microscopia laser

confocal ad, 6y 10 dpi.

Bajo la lampara UV ninguna de las plantas agroinfilradas con
pBPepGFPACP] emitié fluorescencia verde, mientras que ¢l control positivo
pBGFP generd fluorescencia a 4 dpi. Sin embargo, 1a observacién de las regiones
agroinfiltradas con pBPepGFPACP] mediante microscopia laser confocal mostrd

la expresion de GFP en células aisladas a partir de 4 dpi {Figura 3.12).
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Figura 3.12. Focos de infeccion iniciados por PepGFPACPI en células de l1a epidermis ¥
mesdfilo de hoja N benthomiaona directamente agroinfilirada. A) Célula aislada de la
epidermis. B) Grupo de 3 células del mezsfilo. €1 Area agroinfiltrada donde se chservan varios
focos de infeccidn. D) Area agroinfiltrada con la construccidn control pBGFP. Todas las
imagenes fueron tomadas a 6 dpi en el microscopio confocal.

Al observar las imagenes de la figura se puede apreciar como los focos de
infeccion iniciados por PepGFPACP! permanecieron restringidos a una (nica
c€lula o unas pocas transcurridos varios dias post-infiltracién. Se observd
fluorescencia verde en células aisladas de la epidermis ¥ en células del meséfilo
{Figura 3.12, paneles A y B, respectivamente). Con menor frecuencia aparecieron
grupos de hasta tres c€lulas (Figura 3.12, panel B); estos grupos no aumentaron de
tamano en ningdn momento. Por otro lado, cabe resaltar el reducido nimere de
celulas que expresaron GFP en un area determinada de tejido agroinfiltrade con
pBPepGFPACP! (Figura 3.12, panel C) en comparacion con el elevado nimero
de c€lulas {casi la totalidad) que expresaron fluorescencia en tejido agroinfiltrado
con el clon pBGFP {Figura 3.12, panel D). Estos resultados confirman que la CP
no es necesarla para la multiplicacion de PepMY en c€lulas inoculadas, pero si
para €l movimiento c€lula a c€lula del virus, en concordancia con resultados que
otros autores han obtenido para virus del mismo género {Chapman y col., 1992a;
Lough v col., 2000). Ademas, estos resultados indican que es posible la expresion
de un gen foraneo (GFP) a partir del genoma de PepMY, aunque ¢l ndmerc de

focos iniciales de infeccion obtenidos con PepGFPACP] fue muy reducido en
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comparacion con su maxime potencial (l.e., aquellas células que expresaron GFP

tras agroinfiltracion de pBGFP).

3323 Suministro de la CP en trans mediante agroinfiltracién

Los resultados anteriores mostraban la capacidad de PepGFPACP! de
multiplicarse e Iniclar focos de infeccidn. Estudios previos con otros potex virus
demuestran que es posible complementar el movimiento de mutantes que no
expresan la CP aportando la proteina en trans {Cruz y col., 1998, Lough y col,
2001). En este apartado se estudid la posibilidad de restaurar €] movimiento de
PepGFPACP] mediante un nuevo ensayo de agroinfiltracidn en €l que se aportd la

CP en trans.

FPara llevar a cabo este ensayo se clond ¢l gen de la CP de PepMV bajo ¢l
control del promotor 355 en pBIN61 resultande la construccién pBINCPep. Se
realizaron co-infiltraciones de pBPepGFPACP! mas pl9 en presencia y ausencia
de la CP. Las hojas agroinfiltradas fueron observadas por microscopia laser

confocal vy expuestas a luz UV mediante unalampara de manc a 4, 6 v 10 dpi.

L os resultados obtenidos del seguimiento de la infeccidn se muestran en la
figura 3.13. La aportacion de 1a CP en trans mediante agroinfiltracion restaurd el
movimiento del mutante PepGFPACP! de un modo muy eficiente. Transcurridos
4 dpi en las regiones agroinfiltradas en presencia de CP se detectaron focos de
infeccion formados por grupos de alrededor de 4-9 células (Figura 3.13, panel c).
También a 4 dpi s¢ observaron otros focos en los gue la infecclon permanecid
restringida a una o tres células (Figura 3.13, paneles a v b). A 6 dpi, los focos de
infeccion aumentaron de tamano pudiendo distinguirse grupos de c€lulas de
diferentes tamanos (Figura 3.13, paneles d, ¢ v f). Finalmente a 10 dpi, casi la
totalidad de los focos estaban formados por grupos de mas de 20 células, visibles
bajo luz UV (Figura 3.13, paneles g, h ¢ 1). En las regiones agroinfiltradas en
ausencia de CP los focos de infeccidn permanecieron restringidos a una dnica

celula transcurridos 10 dpi.

Estos resultados indican que es posible restaurar el movimiento de

mutantes de PepMYVY aportando la CP en trans. Ademas, estos resultados

99



Desarrolio de un vector viral derivado de Pep MV

confirman que el nimerc de focos iniclales de infeccion a que da lugar la

agromfiltracion de clones derivados de PepMY es pequeno.

4 dpi

6 dpi

10 dpi

Figura 3.13. Restauracion del movimiento de PepGFPAC Pl mediante el suministro de la CP
en trarty por agroinfiltracion en hojas de V. bentfhamicana. Laexpresion de GFF en células de la
epidermis ¥ mesafilo permitd distinguir diferentes tipos de focos de infeccidn. A 4 dpi: a)

célula de 1a epidermis aislada, b) Grupo de 3 células y ©) Grupos de 4-9 células. A 6 dpi: d)
Grupos de 4-9 células, &) imagen donde se muestran focos de infeccion de diferentes tamaiios

¥ T) grupos de mas de 20 células. A 10 dpiz g) grupos de alrededor de 20 células, h) grupos de
mas de 20 células e i) Imagen de la regidn agroinfiltrada vista bajo luz UV en oscuridad.

Imdgenes tomadas al microscopio laser confocal a 4 dpi (a-c), 6 dpi (d-F) ¥ 10 dpi (g-h) ¥
lampara UY a 10 dpi (i),

El analisis por Northem blot de extractos de RNA total de las regiones
agromfiltradas en ausencla y presencla de CP confirmé la restauracion del

movimiente de los mutantes mediante la aportacion de la CP en trans {resultados

no mostrados).
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3.3.2.4 Efecto de modificaciones en las regiones 5" y 3" terminales del ORF de
GFP de PepGFPACP1 scbre el namero de focos de infeccidn visibles tras
agroinfiltracien
En este apartado estudiamos si modificaciones en las regiones 37 y 37
terminales del gen CP podrian afectar a la eficienclia de un vector viral derivado

de PepMY tras agroinfiltracion.

Para llevar a cabo el experimento se disenaron especificamente tres
construcciones basadas en pBPepGFPACP], las cuales incluian diferentes tipos de
mutaciones (Figura 3.14). Establecimos come parimetro de medida de eficiencia
el nimerc de células que expresan GFP tras agroinfiltracion de los clones,
asumiendo que €ste es equivalente al nimero de focos de infeccidn que se pueden

Iniclar tras agroinoculacion.
JEnt(12a3)
—

ATE AEGE

FepGFFACF1

Fep(GFFACFS

ATE MGG

PepGF PACFPS

PepGFPACPA

Figura. 3.14 Construcciones virales utilizadas en los ensayos de agroinfiltracion en &
benthamiona.  A) Clon pBPepGFPACPI, B Clon pBPepGFPACPZ ) Clon
pBPepGFFACPES vy D) pBPepGFPACPY. La expresidn de los insertos clonados entre el
extremo izquierdo (LB) y derecho (RB) del plasmido Ti de A fumefaciens estd
controlada por el promotor y el terminador 335 Todas las construcciones se
transformaron en A. tumefaciens (cepa CIBCI y plasmido de virulencia pCH32).

Las construcciones fueron clonadas bajo el control del promotor 335 en

pBIN6]  resultando los  clones:  pBPepGFPACPL, pBPepGFPACPZ,
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pBPepGFPACP3 y pBPepGFPACP4 (Figura 3.14). En pBPepGFPACPI, se
introdujo €]l ORF de 1a GFP {con el coddn de inicio medificado de ATG a AGG)
en fase con el ORF de la CP, a 36 nt de coddn de inicio de la CP, de modo que la
region aguas arriba de la GFP quedase sin modificar ¥ la GFP se expresase come
una proteina de fusién que contendria los 12 aminoacidos amino-terminales de la
CP. En pBPepGFPACPZ, se modificd el coddn de inicio de 1a CP de ATG a AGG
y se Introedujo €l ORF de la GFP {con su propic ATG) a 38 nt del coddn de inicio
de la CP {ademas contiene juste aguas arriba del codon de inicio de la GFP una
diana Sac II: CCGCGG). pBPepGFPACP3 v pBPepGFPACP4 son 1dénticas a
pBPepGFPACP! v pBPepGFPACPZ, respectivamente, pero incluyen 120 nt del
extremo 3’ del ORF de la CP a continuacion del ORF de la GFP. Estos 120 nt no
se deberian expresar puesto que ¢l codon de terminacién de la GFP se mantuvo.
El resultado de la secuenciacion de las reglones modificadas confirmé la

existencia de las mutaciones deseadas.

Se realizaron agroinfiltraciones en hojas de & berthiamiana con cada una
de las construcciones en presencia y ausencia de la CP. Para poder comparar el
efecto de las mutaciones dentro de un mismo contexto y evitar la posible
influencia de factores extermos, las diferentes combinaciones de clones fueron
comparadas dentro de una misma hoja {Figura 3.153). Todos los tratamientos

fueron co-infiltrados en presencia de pl 5.

Figura 3.15. Hojas de N, fenthamicna agroinfiltradas con las diferentes combinaciones de
plasmidos utilizadas. Las regiones agroinfiltradas se encuentran marcadas con linea
discontinua. Dentro de cada regidn agroinfiltrada se indica la combinacion utilizada. ACPI:
pBPepGFPACEIL, ACP2: pBPepGFPACPZ, ACP3: pBPepGFPACPS, ACP4: pBPepGFRACPY,
pl9: pBI19 y CP: pBINCPep. En 1a imagen de 1a izquierda se muestran 1as agroinfiltraciones en
ausencia de P y en la imagen de 1a derecha agroinfiltraciones en presenciade CP.

Para estimar el nimero de focos de infeccion iniclados con cada mutante

de PepMY se tomaron discos de hojas de 0,5 cm’ de las regiones agroinfiltradas a
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6 y a 10 dpi. La observacidn de los discos al microscopio confocal permitis contar

el nimerc de células aisladas que expresaban GFP dentro de cada disco.

Los valores obtenidos relativos al ndmero de focos de infeccidn Iniclados
con cada uno de los mutantes se encuentran representados graficamente en la
figura 3.16. Como puede observarse en la figura, se encontraron diferencias
significativas entre ellos, prevaleclendo PepGFPACP] por inlciar un mayor
nimero de focos de infeccidn. Cabe resaltar diferencias significativas como las
encontradas entre PepGFPACP! y PepGFPACPZ2, pues difieren en muy pocos
nucledtidos {ver figura 3.14). Ademas, también destaca, a 6 dpi, €l retraso en la
iniclacién de focos de infeccion observado con PepGFRPACP3 y PepGFPACPS en
comparacion con los otros dos mutantes. Estos resultados indican que las
modificaciones Introducidas en PepGFPACP! pueden dar lugar a diferencias
significativas en el nimeroe de focos de infeccion mniciados v €l tiempo requerido

para establecerlos tras agroinfiltracin.

A

Hm

A& dp
BC g1 dp

N2 de célulaz que inician |a infeccidn
o
[

o

.

AGP ACF2 ACPE ACPd

Figura 3.16. Mimero de focos de infeccidn iniciados tras agroinfiltracion por mutantes de
Pept¥ que no expresan la CP. Clones utilizados: pBPepGFPACP | (ACPI), pBPepGFPACPZ
(ACP2Y, pBPepGFPACPS (ACP3) vy pBPepGFPACP4 (ACP4). Las infiltraciones se realizaron
en presencia de pl9 (clon pB19). Se contaron células aisladas que expresaban GFF en discos
de hojas de 0,5 cm’a B ¥ a 10 dpi. El experimento se repitid tres veces y cada medida resulta
de 1a media de los valores obtenidos en 9 discos de hoja’construccidn. A4, B, B, C,C, a, by«
representan grupos homogéneos de acuerdo al valor medio de nimero de células que expresan
GFFconstruccidn; construcciones con la misma letra no muestran diferencias significativas al
mizmao vl de probabilidad del 95%, de acuerdo con un test de Tukey.

A continuacion se realizéd un experimento de agroinfiltracion con las
diferentes construcclones generadas a las que se les anadid la construccion

PBINCPep {expresa la CP de PepMV). Los resultados obtenidos de la
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complementacion en trans del movimiento célula a célula de los mutantes que no

expresan la CP se muestran en la figura 3.17.

Figura 3.17. Restauracion del movimiento de mutantes de PepbY que no expresan la CP mediante
la aportacidn de 1a CP en #rans por agroinfiltracidn. Clones utilizados: pBPepGFRACPEI (ACPI),
pBPepGFPACFPZ (ACPZ), pBPepGFPACES (ACP3) y pBPepGFFACPY (ACP4). La agroinfiltracidn
de las construcciones se realizd en presencia de CF (clon pBINCPFep) ¥ p19 (clon pB19). Imigenes
tomadas a 6 (Panel A} y 10 dpi (Panel B) bajo 1a iluminacidn de Tuz UY.

Todos los mutantes generaron focos de infeccion visibles bajo luz UV a 6
dpi (Figura 3.17, panel A), siendo el tamano de los focos similar en todos los
casos. A 6 dpl, también puede apreciarse como PepGFPACP! y PepGFPACP2
Iniciaron mas focos de infeccidn que PepGFPACP3 vy PepGFPACP4, come
ocurrid en el ensayo anterior. Destaca la region agroinfiltrada con PepGFPACP!]
{Figura 3.17, panel B) por presentar mayor ndmero de focos de infeccidn tanto a 6
come a 10 dpi {donde casi 1a totalidad del tejido agroinfiltrado emite fluorescencia
verde) en comparacion con el resto de construcciones. Los resultados obtenidos
con este ensayo de complementacidn son consistentes con 1os obtenidos en el
ensayc anterlor ¢ indican que la alteracién de las regiones 37 y 37 terminales del
ORF de 1a GFP de PepGFPACP!] afecta el ndmere de focos de infeccion visibles
tras agroinfiltracion. Por tanto, la modificacidn de estas regiones podria afectar a

la eficlencia de un vector viral basado en PepMY.

3.3.3, Diseiio de un vector viral derivado de PepMV

Para poder realizar un seguimiento de la infeccidn viral de una forma
sencilla y rapida y poder obtener informacién sobre la biclogia de PepMYV, se

decidid intentar construir un vector viral autonomo que expresara la GFP.
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Con la informacion obtenida en apartados anteriores y sigulendo como
modelo la construccion viral de PVX:GFP 208 {Baulcombe y col, 1993) se
manipulé ¢l clon agroinfective de PepMVY para insertarle €l gen GFP. Como

estrategia para expresar €l nuevo ORF se decidié duplicar el supuesto promotor

del seRNA del gen CF de PepMY (Figura 3.18).

CHR

27 kh
2kh

15 kb
U9 kh

Figura. 3.18. Inzercidn del ORF de 1a GFP en el genoma de PepiY y representacidn de los
RMNAs subgzendmicos que supuestamente deberian generarse. El ORF de 1a GFP deberia
expresarse desde una duplicacion del promotor del RNA subgendmico de 1a CP. En azul
oscuro aparecen los ORFs originales, en azul claro laregidn propuesta como promotora del
RNA subgendmico (5GP y SGPd) de 1a CF, y en verde el ORF de 1la GFP. El tamaiio
aproximado de los RN As subgendmicos se indica a 1a derecha.

3331, Prediccion del promotor subgendmico del gen CP de PepMy

Se ha demestrado para algunos potexvirus que los 50Ps de los genes CF
se encuentran localizados alrededor de 100 nt nucledtidos aguas arriba del codon
de inicio del ORF {Chapman y col., 1892a; Koenig y col., 2006, Lee y col., 2000).
Estos 5GPs contienen una secuencia de ¥ nt altamente conservada (5°-
GTTAAGTTT-3") (Skryabin y col.,, 1988), la cual s¢ ha demostrado que es
indispensable para su actividad {Kim y Hemenway, 1997, Koev y Miller, 2000).
Ademas, en la mayoria de los casos, nucledtidos situados aguas abajo del codon
de inicio de la traduccidn (dentro de la region codificante del ORF de la CP)
también forman parte del 5GP, ¥ su funcion generalmente es la de potenclar la
sintesis de los sgRNAs (Lee y col., 2000). En ¢l caso de PepMYV, las regiones que
actdan como promotoras de los sgRNAs se desconocen. Sin embargo, los

resultados obtenidos en el apartado 3.3.2 muestran la posibilidad de expresar ¢l
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ORF de 1a GFP situandolo a 36 nt aguas abajo del coddn de inicio del ORF de 1a
CP. Asi, el extremo 37 del supuesto SGP lo delimitamos a la distancia de 36 nt,

guedando por delimitar el extremo 37,

21 EN ] a1 =0
CoTa A TTTGARARTTAGTATTCAGTGTTCACARE,

PepMy TS2 CoTCAR TTETERARTCATACTTEGTTATC TAGTTRR
PepMV ChZ CoTCAR TTETEGRARTCATATTCATTATC TAGTTRR
BVH CATTGRTACTCGARRGRATS
BabV CCTT TTTGTRARATTRARCACTARAGRATS
HO1MY pCoCcaT CT aoaTTGEALLACCOATE
EO L
PepMV Spl3s AaTCoACTTCAR TARS CAA TCATS
FPepMV T52 ATTCRABCARTTTARC TCAAC TATS
FPepMV Chz ATTTRABCARTTTARC TCAAC TATS
BV
Babv
HO1MY

Figura 3.19. Prediccion del supuesto SGF del gen COF respecto a su codon de icio. A)
Representacidn esquemdtica del genoma de virus del género potexvirus. Bl Alineamianto
miiliple de parte de la regidn propuesta como SGP de distintos aislados de PepldV y
varios potexvirus. El cuadro rojo marca la secuencia altamente conservada entre
potexyirus y en azul aparece el codon de inicio del ORF de 1a CF para cada virus.

El alineamiente de los SGPs de diferentes potexvirus junto con la
secuencia aguas arriba del codon de iniclo de la CP de PepMYV (Figura 3.19)
mostré que para este Gltimo también se encuentra conservade el motive de 8 nt
mencionade mas arriba. La distancla de este motive respecte del codon de inicio
de la CP varia entre potexvirus {Koenig v col., 2006} encontrandose en el caso de
PepMV-5p13 situada dentro del ORF 4 y a 538 nt aguas arriba del coddn de inicio
del ORF de 1a CP {Figura 3.19).

Ademas se ha observado que en los virus que poseen mas de un sgRNA se
encuentran homologias de secuencia en las regiones cercanas a los sitios de inicie
de la transcripcion (Maila y col, 1996). El estudic de las secuencias de las
regiones cercanas al coddn de inicio del ORF2 y de 1a CP de PepMV-5p 13 mostrd
la existencia de una secuencia homodloga de 14 nt, la cual inclula el motive

conservado de 8 nt{5’- GOGGTTAAGTTTTCC -3") (Figura 3.20).
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Alineamiento: SGP CRFZSCE

CRFZ SGF ——— ———-ITGAG- HEGETTAAGTTT TCC CrAGT TCERRATC—— ———————
CF SGE TCTCCCCTITR CARCGGET TAAGTTT TCC TARRT TTGARAATTAGTATT GA
ORF2Z SGF =  ———— ———————m e m
CF SGE GIGTTCACAR RRATCARCTT CRATARACRRE TCATS

Figura 3. 20. Alineamiento de las regiones proximas al coddn de inicio del ORF2 [TGBI) ¥
ORF5 (CP) de Pepd¥ Spl3. En azul se marcan las regiones repetidas en el genoma y en
negrita el motiyvo de 8 nt conservado entre potexyirus.

For otro lado, a menudo dentro de los SGPs se encuentran estructuras tipo
tallo-bucle {Stem Loop; SL) que facilitan la interaccién con la transcriptasa (L1 ¥
Wong, 2006). Generalmente la combinacion de la secuencla primaria y la
estructura secundaria es requerida para la transcripcidn in vive {Grdzelishvill v
col., 2000, Koev y Miller, 2000; Wang y col., 1999). Asi pues, se realizd una
prediccion de la estructura secundaria de una secuencia que abarcaba un total de
130 nt, 114 nt aguas arriba del primer ATG del ORF de 1a CP y 36 nt aguas abajo
{Figura 3.21). Un analisis de esta posible estructura secundaria mostré la posible
exlistencia de tres SLs dentro de la region analizada. El SL1, se encuentra aguas
arriba de la secuencia conservada {entre flechas moradas) vy los 5L2 y 3 aguas
abajo, situandose este Gltimo & nt aguas arriba del ATG de 1a de 1a CP {Figura
3.21).

En base a los analisis anteriores, finalmente fue seleccionada como region
candidata a contener un 5GP eficaz, una region de 1 12 nt: 38 nt del extremo 3’ del
ORF4 mas 38 nt de la region UTR mas 36 nt del inicle de la CP. La region
seleccionada (Figura 3.21. entre flechas rojas) contiene el motive de 8 nt
conservado y los SL 2 v 3 presentes hasta el codon de inicio de la CP mas 36 ntde

dicha proteina.
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Figura 3.21. Prediccidon de la estructura
secundaria del supuesto SGP de la CPF de
PepddV-5p 13 usando el programa mifold
3.2 (Luker, 1989). Laregion seleccionada
en la prediccidn abarca 150 nt (114 nt
aguas arriba ¥ 36 nt aguas abajo respecto
del coddn de inicio de 1a CP). Las flechas
moradas marcan la secuencia de 8
conservada entre potexvirus, las flechas
rojas delimitan la regidn propuesta como
5GP, el cuadeo azul el coddn de inicio de
la CP.

3.3.13.2 Generacion de clones PepMVY:GFP: expresion de la GFP a traves de la

duplicacién del promotor del sgRNA de la CP

Como se ha comentado al inicie del apartado 3.3.3 la estrategia

seleccionada para la expresion del ORF de la GFP fue a través de la duplicacion

del supuesto SGP de la CP. Se disenaron dos versiones diferentes de un posible

vector viral (Figura 3.22).

Figura 3.22. Esquema de las construcciones de PepMY marcadas con GFP

generadas. Arriba pBPep501 y abajo pBPep5. 128,
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La estrategia utilizada para el desarrollo de las construcciones fue a través
de PCRs solapantes {ver apartado 3.2.4.5 de materiales y métodos). Como moldes
de la reaccidn se utilizaron DN As procedentes del clon agroinfectivo (pBPepXL6)
y de la construccion pBPepGFPACP] {seleccionada en €l apartado 3.3.2). De este
modo se obtuvieron dos nuevas construcciones {Figura 3.22): (1) pBPep30!
{Pep>01), en la que el ORF de la GFP se encuentra aguas arriba del ORF de la CP
y (2} pBPep3.128 (Pep3.128) en la que el ORF de la GFP se encuentra aguas
abajo del ORF de la CP {en el extremo 3’ del genoma). En ambos casos los ORFs
de la GFP y la CP wvan fusionados al supuestoc SGP de la CP. Dichas
construcciones fueron clonadas bajo el control del promotor 355 en pBINGI1. El
resultado de la secuenciacion de las reglones solapantes confirméd la ausencia de
mutaciones no deseadas dentro de éstas. El estudio de las secuencias también

mostrd una homologia del 100% respecto a la del clon agroinfectivo.

Las construcciones fueron agroinfiltradas en hojas de N, benthamiana en
presencia de pl5. A partir de 3 dpi y hasta 15 dpi las plantas agroinfiltradas fueron
expuestas a luz UV para realizar el seguimiento de la infeccidon. En la figura 3.23

se muestra el seguimiento de la infeccion establecida por Pep301.
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Figura 3.23. Expresion de GFP en plantas de N. fentfamiona agroinfiltradas con Pep301. Las
agroinfiltraciones se realizaron en presencia de pl9. 5Se tomaron fotografias bajo luz UV a 3 dpi
(panel b, imagen microscopia confocal), 3 dpi (d), 7 dpi () ¥ 10 dpi (h) y bajo Tuz blanca a 3 dpi

(a), 5 dpi (c), 7 dpi (e} y 10 dpi (2).
A 3 dpi la observacion de algunas de las hojas agroinfiltradas mediante
microscopia confocal desveld la existencia de focos de infeccion (Figura 3.23,
panel b) formados en la mayoria de los casos por grupos de alrededor de 4-5
celulas, no visibles bajo lampara de luz UV. Ninguna de las plantas mostrd
sintomas de Infeccion tipicos de PepMV transcurridos 10 dpi (Figura 3.23,
paneles ¢, € ¥ g) mientras que plantas agroinoculadas con el clon agroinfectivo
mostraron sintomas transcurridos 3 dpi. No obstante, la lluminacion con luz UY
de las plantas completas mostré expresion de GFP tanto en hojas agroinfiltradas
come en hojas no agroinfiltradas {Figura 3.23, panel d). Pudo realizarse el
seguimiento de la infeccion viral hasta 10 dpi (Figura 3.23, paneles d, f ¥ h). A

partir de 10 dpi, como puede observarse en la figura 3.23 {panel h), 1a expresion
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de GFP comenzd a decaer hasta desaparecer de 1a hojas no inoculadas. Las plantas
fueron mantenidas en las mismas condiciones y alrededor de los 14-15 dm
comenzaron a mostrar sintomas de infeccién tipicamente causados por PepMV

{Figura 3.24). No se observaron diferenclas entre las plantas inoculadas con

pBFPep3(! y pBPepi. 128,

Figura 3.24. Sintomas en hojas de
plantas agroinoculadas con
pBPep30l. A) Hoja apical de
planta agroinfiltrada con  la
construccion pBPep3d1 a 15 dpi.
B) Hojade M. benthamianeg sana.

Estos resultados sugirieron que durante el proceso de infeccion la GFP es
escindida del genoma de Pepd0l y Pepd. 128, presumiblemente como
consecuencia de eventos de recombinacion homodloga debido a la duplicacion de
secuenclias {Dawson y col., 1989). Para demostrar esta hipdtesis se repitio el
ensayc con €l fin de analizar extractos de RNA de plantas agroinfiltradas con

Pep201 y Pepd.128 a diferentes tiempos post-infiltracion.

Se realizaron extracciones de RNA total de hoja agroinfiltrada y sin
agroinfiltrar {a dos alturas por encima de la hoja agroinfiltrada: hoja ne inoculada
I ¥ hoja no inoculada 2) a 7 dpi v a 10 dpi. Los extractos obtenidos fueron
analizados por hibridacion  moelecular {dot-Bfot) con sondas de RNA
complementarias a la CP de PepMY vy a la GFP. Como controles positives de la
hibridacién se incluyeron extractos de RNA total de hoja de N, benthamiana
infectada con PepXL6 para la sonda de la CP y extractos de RNA total de una
region agroinfiltrada con ¢l clon pBGFP para la sonda de la GFF. Como control
negativo se Incluyd un extracto de RNA total de una regidn agroinfiltrada con
pBING1.

El resultado de la hibridacidn se muestra en la siguiente figura {(Figura

3.25).
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Figura 325. Resultado de una hibndacidn (dot-£{ot) en membrana mostrando la presencia
de PepMV y GFF en plantas agroinfiltradas con los clones pBPep3Ql (fila 1) y pBPep5. 128
(fila 2) a7y 10dpi. A) Resultado de 1a hibridacidn con una sonda complementaria a la CP
de Pepi¥. B) Resultado de 1a hibridacidn con una sonda complementaria a la GFP. En la
parte superior de las membranas se indica la procedencia de l1os extractos de RWNA mcluidos:
Al: hoja agronfiltrada, NI: hoja no moculada | (un piso por encima de la hoja
agroinfiltrada), N2: hoja noinoculada 2 (dos pisos por encima de 1ahoja agroinfiltrada), Ap:
hoja apical, benth XL6&: hoja infectada con pBPepXLp, benth GFP: hoja agroinfiltrada con
pBGFF ¥y mock: hoja agroinfiltrada con pBINGI (parte inferior de la membrana).

Los extractos de RNA procedentes de hoja directamente agroinfiltrada
hibridaron con las dos sondas utilizadas {Figura 3.25, Al en los paneles A v B).
Todos los extractos RNA analizados hibridaron con la sonda de PepMV a7 y a 10
dpi {(Panel A). SIn embargo, la deteccion de GFP no fue posible en todos los
casos. Concretamente, a 10 dpi, destaca la intensidad de la senal obtenida en hojas
apicales con la sonda de PepMV (Figura 3.25, N2 y Ap, panel A) en comparacion
con la leve Intensidad o ausencia de senal obtenida al hibridar las mismas
muestras con la sonda complementaria a la GFP (Figura 3.25, Panel B, filas | y
2). Estos resultados demuestran que el decaimiento en la emision de fluorescencia
observado a partir de 10 dpi en las hojas superiores, no inoculadas y apicales, esta
asoclade con la reducida o nula acumulacién del RNA de GFP en estas hojas. Por

tanto, estos resultados sugleren que el ORF de la GFP ha sido eliminado del
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genoma del vector viral durante €l proceso de infeccidn. Ademas, ocurre de modo

similar en las dos versiones de vector viral generadas, Pep301 y Pepd. 128,

Por otro lado, cabe destacar la baja intensidad de senal obtenida con la
sonda de PepMY a 7 dpi en las hojas no inoculadas. Analisis previos en plantas
agroinfiltradas con pBPepXL6 muestran que a 5 dpl la hibridacidn de extractos
procedentes de hojas no inoculadas da lugar a una senal de intensidad equivalente
a la obtenida en extractos de hoja agroinfiltrada. Estos resultados sugieren que
Pep201 y Pep3.128 no son tan eficientes colonizando la planta como PepXL6 y
probablemente la expresion del ORF de la GFP comprometa la eficiencia de los

mMISMOoS.

3332 Seleccion y ensayo de un promotor subgenémico heterdlogo

La estrategia utilizada para el desarrollo de un vector viral derivade de
PepMYV basada en la duplicacion del SGP de la CP resultd en la inestabilidad del
gen foraneo. Para evitar eventos de recombinacidn homédloga planteamos la
sustitucion de uno de los SGP duplicados por el 5GP de otro virus. Estudios
previos demuestran la capacidad de algunos virus para expresar ORFs foraneos a
través de promotores subgendmicos heterSlogos, generalmente procedentes de
virus relacionados {Koenig y col.,, 2000, Lee vy col., 2000; Shivprasad y col.,
18959). En nuestro casc decidimos explorar €l uso de un SGP procedente de otro
aislade de PepMYVY, PepMV-Ch2 (ID: DQ00985(Ling, 2007)). PepMV-Ch2
reline caracteristicas que lo hacen un buen candidato a contener un SGP valido,
entre ellas: {1} Presenta una homologia de secuencia del 78% respecto de Spl3 v
{2} al ser un aislado de PepMYV, presumiblemente contenga elementos que actdan
en ris conservados, necesarios para la expresion de sgRNA de la CP. Por otro
lado, en nuestro grupo de trabajo disponemos de clones de PepMV-Ch2, 1o que

nos permitic manipular su secuencia.

Se estudio la secuencla completa de PepM V-ChZ con el fin de localizar la
region comrespondiente al 5GP de la CP. Los analisis realizados desvelaron la
exlistencia de una regiom conservada de 20 nt en el extremo 37 del ORF 4 (TGB3)
entre los dos aislados {Figura 3.26). Esta region coincide con el inicio de la region
seleccionada como SGP de 1a CP de Spl3 y ademas contiene €l motivo de & nt

conservado entre potexvirus.
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A continuacidn, se delimitaron los extremos 3 y 37 del nueve SGP
{dandole €] mismo tamanc que al 5GP de PepMV-5pl3) y se realizd un
alineamiento de las secuencias. El resultado del alineamiento entre ambas
regiones mostrd una homologia de secuencia del 48% entre PepMV-5p13 v -Ch2.
Por tanto, el resultado de estos analisis preliminares sugiere que esta secuencia,
procedente de PepMV-Ch2, sea una buena candidata para sustituir a uno de los

50Ps duplicados en un vector viral derivado de 5p13.

5 10 20 a0 40 50
Ch2 CARTTGTE ARRTCL TAT TCATTATCTR
gpl3 BRATTTGE RAATTAGTAT TGAGTGTTCA
Clustal . LN L L N NN N N bk F AA L3 LI *
&0 70 a0 a0 100
Ch2 GCITRAARTTTA LACRKATTTAR CTCRACTATG CAARACCAAC CTACAGCTTC
8pl3 CARAAATCAE CTTCAATAME ©  AATCATG CCTGACACAR CACCTGTTGE
Clustal L L * LI N R L LN L * * e & & &
1o 3
Ch2 TRACCCATCA GAT
8pl3 TECEACTTCER RGT
Clustal .. * & & ##e &

Figura 3.26. Localizacion del supuesto 5GP de 1a CP en PepV -ChZ. En rojo se encuentra
la regidn conservada entre los dos aislados, en gris €l coddn stop del ORF 4 y en azul &l
codon de inicio de 1a traduccion de1aCP_ 3" ¥ 37, indican los bordes de los supuestos SGPs.

Por tanto, comprobamos la posibilidad de usar el SGP procedente del
aislado PepMV-Ch? y su eficiencla para expresar el gen de la GFP desde el
genoma de PepMV-5pl3. Para ello se disend una construccion de PepMVY
quimérica (PepGFPACPCh2), basada esencialmente en el diseno de
PepGFPACPI, en la cual €l ORF de 1a GFP se encuentra bajo el control del SGP
de ChZ {Figura 3.27).

La estrategia utilizada para el desarrollo de la construccién se encuentra
descrita en el apartado 3.2.4.6 de materiales ¥y métodos. Como moldes de la
reaccidn se utilizaron DNAs procedentes de los clones pBPepGFPACP] vy
PeMU{&/44 {procede de un aislado de campo tipe Ch2 que contiene las reglones
correspondientes al TGB vy CP, Gomez y col., 2009b). Dicha construccion fue

clonada bajo el control del promotor 355 en pBINA! resultando el clon

pBPepGFPACPCh2.
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Figura 3.27. Ezquema del mutante de PepdV gquimérico, PepGFPACPChZ. En la parte
superior de la imagen aparece la secuencia procedente de PeplV-Chi seleccionada como
posible 5GP, que contiene 112 nt. En la parte de abajo, se encuentra el esquema de
PepGFPACPChZ. Las flechas indican la posicidn de insercidn 1a secuencia.

Se realizaron ensayos de agroinfiltracion con pBPepGFPACPChZ en plantas de .
benthamiana. Las agroinfiltraciones se realizaron en presencia de pl%. Las
regiones agroinfiltradas fueron observadas mediante microscopia confocal a6 y a

10 dpi.

Figura 3.28. Focos de infeccidn iniciados por
PepGFPACPCHE en células de 1a epidermis y el
mesafilo de hoja N benthamiana directamenta
agroinfiltrada.

La emision de fluorescencia verde por parte de células de la epidermis a 4
dpi en los tejidos agroinfiltrados demostré la capacidad de PepGFPACPCHhZ de
replicarse e iniciar focos de infeccidn {Figura 3.28). Estos resultados indican que
es posible la expresion de un gen foranec desde el genoma de PepMV-5pl3 a

partir del SGP de ChZ.

Una vez establecida la infectividad de PepGFPACPChZ se decidié estimar

el ndmero de focos de infeccion iniciados y realizar una comparacidon con los
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datos obtenidos en el apartade 3.3.2.4. Para ello se tomaron discos de hojas de 4,5
cm? de las regiones agroinfiltradas a 6 dpi ¥ a 10 dp1 v se conto el nimero de

c€lulas aisladas que expresaban GFP dentro de cada disco.

La comparacién de los resultados obtenidos con PepGFPACPChZ y los
obtenidos en ensayos anteriores con PepGFPACPI, 2, 3 y 4 se muestran en la

sigulente figura.
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Figura 329. Comparacion entre el n® de focos de infeccidn iniciados por PepGFPACHhZ y otros
mutantes de PepMY que no expresan la P tras agroinfiltracion. Clones utilizados:

pBPepGFFACEI (ACPI), pBPepGFPACPZ (ACPZ), pBPepGFPACP3 (ACP3), pBPepGFFACP4
(ACP4) y pBPepGFFACPCHhZ (ACPRChZ). Las infiltraciones se realizaron en presencia de pl9
[clon pB 19, Se contaron células aisladas que expresaban GFP en discos de hojas de 0,5 cm’ a6
¥ a 10 dpi. El experimento se repitid tres veces y cada medida resulta de la media de 1os valores
aobtenidos en 9 discos de hoja‘construccion. A, 4B, B,.C, €, a, h, b,c y ¢ representan grupos
homogéneos de acuerdo al valor medio de nimero de células que expresan GFP/construccion;
construcciones con la misma letra no muestran diferencias significativas al mismo nivel de
probabilidad del 95%, de acuerdo al Test de Tukey.

El resultado del analisis estadistico mostrd que a 6 dpi el ndmere de focos
de infeccion iniclados por PepGFPACPCHZ fue significativamente menor que el
namero de focos iniciados por PepGFPACP]L. 5in embargo, a 10 dpi se observa
come la diferencia entre PepGFPACPChZ y PepGFPACP ] se reduce, situandose
PepGFPACPCHhZ como el segundo mutante que mayor nimero de focos de
Infecclon inicla.

También se estudid el comportamiento de PepGFPACPChZ aportando la
CP en rrans mediante agroinfiltracion comparande con la  construccion
PepGFPACPI. Bajo luz UV, los resultados obtenidos con PepGFPACPChZ fueron

similares a los obtenidos con PepGFPACP L. En la siguiente imagen {Figura 3.30)
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se muestra la comparacién de los resultados obtenidos con las dos construcciones

a 10 dp

ACPCh2

Figura 3.30. Restauracion del moyvimiento del mutante quimérico PepGFPACPChZ (B) ¥
comparackin con el mutante PepGFPACPL (A). La agromnfiltracion de las construcciones se
realizd en presencia de CF (clon pBINCPep) y pl19 (clon pB19). Imigenes tomadas a b y 10
dpi bajo 1a iluminacidn de Tuz Uy,

En la imagen se puede apreclar como tanto el tamano como la densidad de
los focos de infeccion generados a los 10 dpl fue muy similar con las dos
construcciones. Los resultados obtenidos indican que es posible restaurar ¢l
movimiento del mutante quimérico PepGFPACPChHZ de un modo eficiente. Estos
resultados también indican que la sustitucién del SGP de PepMV-5p13 por el de
PepMV-ChZ2 en PepGFPACP! no provoca diferencias significativas en el nimero
de focos de infeccion inmiclados ni en la eficiencia de la restauracion del
movimiento.

For dltimo, los resultados obtenidos en este apartado sugieren que un SGP

heterdlogo podria ser utilizado para mejorar la estabilidad un vector viral derivado

de PepMV.
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3.4. Discusion

En el presente trabajo, un cDNA al RNA genomico de un aislade de
PepMV {PepMV-5p13) ha side clonado v situado bajo el control del promotor de
transcripcion 358 dentro del vector binario pBINS1 {(Bendhamane y col., 2000).
Este vector binario permite la sintesis del RN A viral “ir vivo”. Se obtuvieron tres
clones independientes denominados pBPepXL6, pBPepXL? y pBPepXL? los
cuales fueron ensayados mediante agroinfiltracion en plantas de N, berrthamiana.
Tedas las plantas agroinfiltradas reprodujeron la misma sintomatologia observada
en infecclones Iniciadas con PepMV-5pl3 en N bemthamicna (1.e. mosaicos
verdes suaves). La secuenciacion parcial de pBPepXLb reveld la existencia de
mutaciones en los genes 7GB v CP que provocaban cambios de aminoacidos y
mutaciones silenclosas con respecto a la secuencia publicada de PepMV-5pl3
{Aguilar ¥ col., 2003). El analisis ¥ comparacion de la secuencia de pBPepXLb
con otros aislados de PepMYVY mostré que los cambios de nucledtidos encontrados
estaban presentes en las mismas posiciones dentro de la secuencia de PepMVY-LE
2000, -LE 2002 o —FR (Cotillon y col., 2002, Lopez y col., 2005), lo cual sugiere
que estas varlaclones de secuencia estuvieran presentes en la poblacion de
varlantes que puedan formar parte del alslado PepM V-5p1 3, o bien que se trate de
ermores en la secuencia publicada de PepMV-Spl3 y por ese no afecten a la

infectividad del clon.

Implicacién de la CP en la multiplicacidon de PepMYV

Al Iniciar este trabajo no se disponia de datos experimentales sobre la
funcionalidad de las diferentes proteinas codificadas ni la localizacion/funcion de
los posibles elementos situados en cis presentes en el genoma de PepMYV. El papel
desempenado por éstos en €l ciclo del virus dnicamente se podia deducir de
estudios previos realizados con otros potex virus {Verchot-Lubicz y col 2007). Por
tanto, ¥ puesto que la construccion de un vector viral basado en PepMV podia
afectar a la expresion del gen CFP, se decidid realizar un estudio sobre la
implicacion de la CP en su multiplicacién. Para ello, se procedid a la obtencidn de
mutantes de PepMY en los que se bloqued la expresion de la CP mediante la

introduccion de modificaciones: 1) PepXLbagg, posee el coddn de inicio de la
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traduccion de la CP mutado y 2) PepGFPACPI, posee ¢l ORF de la GFP
sustituyendo al de la CP. El anailisis por Northem blot de protoplastos de &
benthamiana noculados con las distintas construcciones de PepMYVY generadas
{mutantes que no expresan la CP y clon mnfectivo) mostrd la capacidad de los
mutantes para multiplicarse en células aisladas, aunque observamos diferencias

entre las construcciones gque no expresan la CP.

Estudios previos con otros potexvirus demuestran que la introduccion de
mutaciones en la CP resulta en una marcada reduccion de los niveles de
acumulacién de RNA viral en protoplastos {Chapman y col., 1952a; Forster y col.,
1892; Lough y col., 2000). Estos autores sugieren que la CP de potexvirus
estimula la acumulacion del RNA viral. En los ensayos llevados a cabo con
PepMYV en protoplastos observamos comportamientos distintos en los mutantes.
La introduccidn de la mutacién puntual en el coddn de inicio de la CP provocd
una reduccion notable en los niveles de RNA viral obtenidos. Entre otras razones,
esta reduccion podria deberse a la inestabilidad del RNA viral provocada porlano
traducibilidad del ORF de la CP. Existen varios estudios que indican que la
degradacion de mRNAs en plantas esta asoclada a su traducibilidad (van Hoof ¥
Green, 1996). La introduccion de mutaciones en mRNAs puede producir cambios
en el marco de lectura que den lugar a la aparicidn de codones de terminacion
prematura provocando la inestabilidad de los mRNAs. Estos mRN As “aberrantes™
presentes en el cltoplasma son procesados por la maguinaria de regulacién post-
transcripcional la cual controla la traduccion o degradacion de mRNAs {(Shyu ¥
col., 2008). En linea con estas 1deas, la sustitucién del ORF de 1a CP por el de la
GFP no dio lugar a diferenclas respecto del clon infectivo, en contraste con lo
observado en otros estudios (Lough y col. 2000). Sin embargo, como los analisis
realizados en este caso no fueron cuantitativos, no podemos descartar
tajantemente que en PepMV la CP esté implicada en la acumulacidon de RNA viral

en c€lulas Unicas. Seria necesaric realizar estudios adicionales para esclarecer este

aspecto.

El estudie del comportamiento de PepGFPACP! en tejido agroinfiltrado
permitid confirmar que la CP de PepMV no s necesaria para su multiplicacidn a
nivel unicelular, pero si para el movimiento célula a célula del virus, en

concordancia con resultados que otros autores han obtenido para otros virus del



Desarrolio de un vector viral derivado de Pep MV

mismo género {Chapman y col. 1992a; Lough y col. 2000). Los focos de infeccidn
iniciados pudieron ser visualizados mediante la deteccion de la fluorescencia
generada por la GFP. Por tanto, los resultados obtenidos también indican que es
posible expresar un gen foranec (GFF) a partir del genoma de PepMV, condicidn
fundamental para continuar con el desarrolle de un vector viral. 5in embargo, se
observd un ndmero muy reducido de focos de infeccidn, los cuales sdlo pudieron
ser visualizados mediante microscopia confocal. Esta situacion genera que la
acumulacion de RNAs virales en las regiones agroinfiltradas sea tan reducida que
no se puedan detectar mediante Northem blot {resultados no mostrados). Estos
resultados sugieren que aunque PepGFPACP! sea capaz de iniciar focos de
Infeccidn existen factores derivados de la técnica utilizada para inocular que
pueden enmascarar la eficiencia de los mutantes en tejide agroinfiltrado. Este
fenémeno se encuentra descrito por Marillonet y col. {2005) en trabajos llevados a
cabo con mutantes de TMV:GFP que no expresan las proteinas del movimiento.
Estos autores mostraron como tras la agroinfiltracion de los mutantes s6lo en un
pequeno nimero de c€lulas se inicla la replicacion: La preparacion de protoplastos
procedentes de las reglones agroinfiltradas con estos mutantes mostrd que sélo en
el 0,6-1,6% de las cé€lulas se iniciaba la replicacién {Marillonnet y col., 2005).
Existen varias razones por las que un RN A viral pueda encontrar dificultades para
comenzar la replicacion tras la infiltracion de un clon agroinfective. Una de ellas
es que los virus de RNA se replican en el citoplasma y no se transcriben en el
nicleo, por tanto no estan expuestos a la maguinaria de procesamiento nuclear de
pre-mRNMNAs {degradacion de RNA, terminacion prematura de la transcripcion,
etc). Como resultado, los transcritos generados en el nicleo comrespondientes a un
RNA viral puede que no sean reconocidos y procesados correctamente. Ademds,
los vectores virales codifican transcritos muy largos {unas 6-7 kb, PepMYVY &
TMV), en general de un tamano mayor que ¢l de los transcritos de la planta (1-2
kb). Estos aspectos quedan ilustrados con los resultados obtenidos en este capitulo
en relacién con la expresion de GFP: en las 1magenes tomadas mediante
microscopia confocal de las reglones agroinfiltradas con el clon pBGFP (utilizado
como control en los ensayos de agroinfiltracion), que contiene €l ORF de 1a GFP
{0,7 kb) situado bajo el promotor 355, se puede observar como casi la totalidad

del tejido agroinfiltrado expresa GFP {apartado 3.3.2.2).
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A continuacion, la realizacion de ensayos de complementacién en los que
se aportd la CP en trans demostro que era posible restaurar el movimiento célulaa
c€lula de mutantes que no expresan la CP. El seguimiento se llevd a cabo hasta 10
dpi, tiempo durante ¢l cual pudieron distinguirse focos de infeccion de diferente
tamano. Ademas se observd que el inicio del movimiento célula a célula desde los
focos iniciales hacia las cé€lulas adyacentes no se proedujo de modo sincronizado.
Por ejemplo, a 6 dpl, se observaron focos en los que la infeccién permanecia
restringida a la célula inicial {o en grupos de tres), focos formados por grupos de
alrededor 4-9 c€lulas (resultado del movimiento a las c€lulas adyacentes) y focos
formados por unas 20 células {resultado del movimiento a través de células
adyacentes). Este fendmeno también se ha observado en estudios similares
llevados a cabo con mutantes de PVX (Lough y col., 2000); probablemente esté
relacionado con los niveles de expresion que alcance cada una de las
construcciones co-agroinfiltradas dentro de una misma c€lula en un tiempo

determinado.

Por dltimo, y previamente al desarrello del vector viral, se decidio realizar
un estudic con €l cual poder determinar el efecto de la mtroduccion de
modificaciones en las reglones 37 y 37 terminales del gen CF sobre la eficiencia de
multiplicacion de un vector viral derivado de PepMV tras agroinfiltracidn.
Mediante ensayos de agroinfiltracidn con mutantes basados en PepGFPACP] a los
que se les Introdujo diferentes tipos de mutaciones en las regiones terminales 37 v
3" del ORF de la GFP se observd que la modificacion de dichas regiones afectaba
a la capacidad de iniclar focos de infeccidn y al tiempo requeride para iniclarlos.
De todos los mutantes ensayados el que generd mayor nimerc de focos de
infeccién en menos tiempo fue el que mantenia intactas estas regiones
{PepGFPACPL). Estos resultados se repitieron de forma consistente en
experimentos en los que las construcciones fueron ensayadas en ausencia o en
presencia de CP. Por tanto, estos resultados sugieren que la modificacion de estas
regiones podria afectar a la eficiencia de un vector viral derivado de PepMV. Muy
probablemente estas regiones contengan elementos con actividad en cis
implicados en una correcta replicacion/traduccion del virus (Hu y col, 2007;
Zayakina y col., 2008). Estudios previos llevados a cabo con transcritos de PVX

derivados de clones infectivos que contenian el SGP de la CP meoedificado
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mostraban come los mutantes generados encontraban dificultad para replicarse en
las plantas infectadas {Hu y col., 2007; Kim ¥y Hemenway, 1997). En la mayoria
de los casos, la mutacién o delecion de algunc de los nuclestidos situados en las
regiones mas conservadas del SGP ({e). motive de & nt) puede reducir
significativamente o incluso anular la sintesis de sgRNA (Kim y Hemenway,
1897, Koev y Miller, 2000). También se ha demostrado en virus de otros géneros,
como TMY o el Virus de las manchas anulares clorSticas del hibisco (Hikiscus
chiororic ringspot virus, HCRSYV, Tombusvirus), que la alteracion de los SGP
provoca reducciones notables en la acumulacion de sgRNA (Grdzelishvili y col.,
20005 L1 ¥ Wong, 2000). Por otro lado, otra razén podria ser que la modificacion
de estas reglones altere de alglin modo la interaccién de un elemento viral con
factores del huésped (Ahlguist y col., 2003; Sriskanda y col., 1996). Se ha
demostrado que un numeroso grupe de proteinas del huésped se unen a regiones
del RNA wviral regulando la sintesis de varios virus de RNA. Estas regiones
Incluyen extremos 37 y 3°, y promotores Intemos de varlos genomas ¥
antigenomas {lL.al, 1998). Estas proteinas en cuestion podrian estar bien
Involucradas en la regulacidn de la estabilidad del mRNA, formar parte del
sistema de defensa del huésped encargado de inhibir la infeccidn degradando el
RNA wviral o tener otras funciones. Un primer pasc para analizar este aspecto
consistiria en analizar si estos cambilos alteran la complementariedad con otro

elemente en cis y/o producen cambios en la estructura secundaria del RNA.

Disenie de un vector viral derivade de PepM Y

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la posibilidad de
generar un vector viral basado en el genoma de PepMV. Se genecraron dos
construcciones derivadas de PepMYV (pBPep301 y pBPep5.128) en las que el ORF
de la GFP fue situade bajo el control del 5GP de la CP. Los ensayos de
agroinfiltracién llevados a cabo con ambas construcciones mostraron la capacidad
de los vectores virales para expresar GFP e infectar sistémicamente plantas de &V
benthamiana. La lluminacion con luz UV de las plantas completas a & dpi mostré
expresion de GFP tanto en hojas agroinfiltradas come en hojas no agroinfiltradas.
Sin embargo, a 10 dpi la expresion de GFP comenzo a decaer drasticamente,

seguramente como  consecuencia de la inestabilidad in plamte de las
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construcciones. El analisis por Northem blot de las regiones agroinfiltradas a 6
dp1l mostrd la presencia de una banda adicional de tamano equivalente al gRNA de
PepMYV sin modificar (resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que la
recombinacion provoca la aparicion de varlantes del tipo silvestre a pocos dpil.
Mientras que la duplicacion de secuencias no provoca tanta inestabilidad en el
vector viral basado en PYX (Baulcombe y col., 1995), en vectores basados en
otros virus los fendmenos de recombinacion homdloga provocan que las
secuencias insertadas en su genoma sean €liminadas espontaneamente con mayor
o menor rapidez {Dawson y col., 1589; Dolja y col., 1993, Donson y col., 1991,
Haviv y col., 2006, Rabindran y Dawson, 2001; Zhao y col., 2000). La rapidez
con la que Pep>0] o Pepd.128 pierden el inserto ha resultade mayor que la
descrita para otros vectores virales, para los cuales se describe que ocurre
trascurridos como minimo 18-30 dias (Dawson y col., 1989, Zhao y col., 20000 o
tras sucesivos pases {Rabindran y Dawson, 2001). Probablemente en nuestro caso
el tamano del SGP {112 nt vs 50 nt en el vector viral derivado de PV X) haya sido
una de las razones que ha potenciado los fendmenos de recombinacion e
inestabilidad. Por otro lado, la ausencia de sintomas en las plantas inoculadas con
Pep30! y Pepd. 128 junto con los reducidos niveles de acumulacion de RNA de
GFP obtenidos en las hojas sistémicas sugieren que la presencia de la GFP en el
genoma de PepMV ejerza un efecto negativo sobre la eficiencia del virus para
celonmzar la planta. Rabindran y Dawson (2001) en su estudic sobre el
comportamiento de recombinantes derivados del vector viral basade en TMV
demostraron que la insercion de secuencias foraneas provocaba que la capacidad
de replicacion del virus resultante fuera substancialmente menor que la del
silvestre {Rabindran y Dawson, 2001). De igual modo, Guo y col. {1958)
cbservaron que la incorporacion del gen GUS en el genoma del Virus de la sharka
{FPlum pox potyvirus, PPV ) afectaba a la capacidad del virus para infectar plantas
de Nicotiana clevelandii (Guo y col,, 1998). Por tanto, de todos estos resultados

surglc la necesidad de redisenar las construcciones.

Puesto que 1a estrategia planteada esta basada en ¢l desarrollo de un vector
viral autonomo, es importante mantener mntactos aquellos elementos virales
implicados en una correcta traduccidn/sintesis, movimiento, etc {i.e. elementos

que actian en cis) (Hu y col., 2007, Kim y Hemenway, 1897, Olsthoom y col.,
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2004, Ranmjith-Kumar y col.,, 2003; Sun y Simon, 2006). Por tanto, el
conocimiento de las regiones que contienen dichos elementos sera imprescindible
para la mejora ¥ optimizacion de un vector viral. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo han permitide delimitar una regién que actda como promotora del
sgRNA del ORF de la CFP en PepMY. Los resultados obtenidos tras el ensayo de
los mutantes permitieron: 1) delimitar el extremo 37 de esta regidn {a 36 nt aguas
abajo del coddn de inicio del ORF de la CP) ¥ 2) mostrar su implicacidn en la
capacidad de los mutantes para Iniclar focos de infeccion. Para el desarrollo del
vector viral delimitamos también el extreme 57, €l cual fue situado a 76 nt aguas
arriba del codon de inicio del ORF de la CP. De la viabilidad de los vectores
virales disenados de PepMYV se pudo deducir que la region seleccionada contenia
todos los elementos funcionales necesarios para su actividad. Se ha descrito que
mientras que en los nucledtidos presentes aguas arriba del coddn de inicio de la
traduccién se encuentran los elementos criticos para su actividad, los que se
encuentran localizados dentro del ORF suelen tener come funcién potenciar la
sintesis del sgRNA {Grdzelishvili v col., 200{; Lee v col., 2000} Por lo que
deberian realizarse estudios adicionales para acotar esta regidn a la minima
necesaria sin que plerda actividad.

Existen varias lineas de actuacién que se pueden seguir para mejorar la
eficiencia y establlidad de un vector viral {Marillonet y col., 2004; Shivprasad y
col 1999; Toth v col., 2002). Una de ellas, y las mas accesible en nuestro caso, fue
la sustitucién de una de las secuencias duplicadas por otra secuencia heterdloga
que contenga los mismos elementos funcionales. La introduccion de secuencias
heterdlogas procedentes de otros tobamovius en el caso de TMV resultd en el
aumento de la estabilidad de los vectores generados {Shivprasad y col 1999).
Partiendo de estos antecedentes decidimos estudiar la peosibilidad de utilizar el
SGFP procedente del aislade PepMV-ChZ2 (Ling., 2007). La ntroduccion del
supuesto SGP de PepMV-ChZ en el mutante pBPepGFPACP] dio lugar a una
nueva construccidn  denominada pBPepGFPACPChZ. Los  ensayos de
agroinfiltracién realizados con pBPepGFPACPChZ indican que es posible la
expresion de un gen foraneo desde el genoma de PepMV-5p 13 a partir del SGP de

PepMV-ChZ2. Por tanto estos resultados sugieren que la utilizacién de un SGP
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heterdlogo podria ser utilizado para mejorar la estabilidad de un vector viral

derivado de PepM V.

Expectativas y usos potenciales

En general los resultados obtenidos en este trabajo son alentadores en
varios sentidos. En primer lugar, con los datos obtenidos se ha demostrado que
PepMYV posee un genoma con capacidad de soportar la sintesis de un gen foraneo
y ademas expresarlo usando secuencias de control heterdlogas. Estos resultados
sugieren que un vector viral autdnomo y estable derivado de PepMYV podra ser
desarrollado con relativa facilidad. En segundo lugar, este trabajo ha aportado
nuevas herramientas, como clones infectivos del tipo silvestre ¥ clones marcados
con GFP, que abren la posibilidad de inicliar nuevas lineas de investigacion con
PepMY, como localizacion subcelular, interaccion virus-huesped, ensayos de

competicion, etc.

Entre las lineas mas interesantes que se podrian desarrollar se encuentra la
bisqueda de fuentes de resistencia a este virus en colecciones de mutantes de
tomate. La utilizacion de esta herramienta permitiria realizar la deteccion viral en
un tiempo precoz ¥ de una forma sencilla {Whitham y col., 1999}, Las plantas de
tomate y especies afines no presentan sintomas evidentes de infeccion tras 10 dias
post-inoculacién, la deteccion de la infeccion viral requiere pues de una técnica
complementaria para la evaluacion de la susceptibilidad. El desarrollo de estas
construcciones portadoras de un gen delator evitaria el uso de estas técnicas
complementarias ya que la deteccidn se realizaria por medio de lamparas de luz
ultravicleta por ejemplo, expresande fluorescencia solo las plantas susceptibles,

gque permiten la replicacion del virus.

Por dltimo, los vectores virales se han convertido en una de las estrateglas
mas Interesantes para expresion de proteinas recombinantes (de interés
farmacéutico o industrial) en plantas {Lico y col., 2008). En nuestro caso, PepMV
refine varias caracteristicas que 1o hacen un buen candidato para ser utilizado
como vector de expresion de proteinas de interés: 1.} Algunas de las proteinas que
expresa su genoma, como la CP, se acumulan a muy altos niveles en las plantas

incculadas; 2.3 Los sintomas que induce en las plantas inoculadas son suaves y no
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conducen a la muerte de €stas; 3.) Esta presente en los agroecosistemas de nuestro
pais; 4.3 Se acumula en grandes cantidades en &. berthamiona (posible planta
candidata para la expresion de proteinas); 3.) Existen antecedentes de virus del
mismo género, como PVX, utilizados con €xito para generar vectores virales. A
partir de las herramientas obtenidas en este trabajo se podran desarrollar dos
sistemas de expresion de proteinas independientes. Uno de ¢llos basade en un
vector viral autonome y otro basado en un vector viral “deconstruido” {Fujiki v
col., 2008; Gleba y col., 2007; Sainsbury y col., 2008}, donde aportariamos la CP

€N Irafs.
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CAPITULO 4.- CCNCLUSIONES

Los principales resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer las

sigulentes conclusiones:

Busqueda de fuentes de resistencia natural a PepMV

1. Las fuentes de resistencia natural a PepMV en el género Solanum son muy

C5CA5AE.

2. Las discrepancias observadas entre resultados obtenidos por diferentes
autores crean la necesidad de realizar estudios adicionales para confirmar
los fenotipos de resistencia ¥y su comportamiento frente a diferentes

aislados.

3. 5S¢ ha identificadc una entrada perteneciente a la especie 5.
cornelfiomuelleri (COM-2) que muestra resistencia parcial a PepMV-5p13.
El resultado del analisis de la descendencia de esta entrada sugiere que se

trate de una resistencia poligénica o cuantitativa.

Desarrollo de un vector viral derivade de PepMV

4. Se ha generado un clon agroinfectivo de un aislado de PepMYVY {PeMYV-
Spl3), pBPepXLo6, a partir del cual se pueden sintetizar in vive RNAs
virales. Este clon ha constituide una herramienta Gtil para el estudio
funcional del genoma de PepMV y el posterior desarrollo de un vector

viral.

5. El analisis de mutantes de PepMV que no expresan la CP o que sustituyen
la CP por GFP ha permitido establecer que: (1) PepMV no requiere la CP
para su multiplicacion en células inoculadas pero si para el movimiento
célula a célula, (2) PepMV posee un genoma con capacidad para portar un
gen foraneo y facilitar su expresion y (3) el ndmero de focos iniciales de
infeccion a que da lugar la agroinfiltracion de clones derivados de PepMV

es muy reducido.
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6. Una estrategia utilizada para ¢l disefio de un vector viral derivado de
PepMV, basada en la duplicacion del promotor subgenomice de la CF,
estd asoclada con la inestabilidad del gen foraneo. No obstante, se ha
demostrado que también es posible expresar un gen foranco desde el
genoma del virus a través de una secuencia de control heterdloga. El use
de secuencias control heterdlogas podria mejorar la estabilidad de las
construcciones. Por tanto, un vector viral auténomo y estable derivado de

PepMV podra ser desarrollado con relativa facilidad.

7. 5e ha delimitado una region del genoma de PepMV que contiene todos los
elementos funcionales necesarios para actuar como promotora del sgRNA
de 1a CP. La alteracidn de esta secuencia podria afectar negativamente a la

eficiencia de un vector viral derivado de PepMV.
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Anexo 1: Codigo de entrada, denominacion taxondmica, banco de germoplasma y lugar
de origen de las enitradas analizadas en €] escrutinio de germoplasma

- . Banco de .
Codigo Especie germaplasma Origen
CHE-1 S. cheesmaniae TGRC Crater, Santa Cruz, Islas Galdpagos,
Ecuadar
CHE-2 5. cheesmaniae TGRC Essex, [slas Galdpagos, Ecuador
CHE-3 S cheesmanize TGRC M. end D‘J" Baltra island, Islas
salapagos, Ecuador
CHE-4 5. cheesmaniae TGRC Fernandina, Islas Galdpagos, Ecuador
CHE-& S cheesmanize TGRC San Cristdbal, [slas Galapagos,
Ecuador
CHE-& 5. cheesmarniae USDA Fernandina, Islas Galdapagos, Ecuador
CHE-7 5. cheesmaniae EELM-CSIC Isabela, Islas Galdpagos, Ecuador
CHI-1 5. cfiffense TGRC Tacna, Perid
CHI-2 5. cfiffense TGRC Taltal, Chile
CHI-3 5. cfiffense TGRC Llaura, Ayacucho, Peru
CHI-4 S. chilense TGRG tinas de Acari, Arequipa, Perd.
CHI-5 S. chilense TGRG Rio Osmore, Mogquegua, Peru
CHI-8 S. chilense TGRG Rio Caplina, Tacna, Peru
CHI-7 8. chilense TGRC blina La Despr‘{c;:;ga, Antofagasta,
CHI-8 S. chilense TGRG 2 km M.de Mamina, Tarapaca, Chile
GHI-9 S. chilense TGRG Quebr. Mamina- Tarca, Tarapaca,
CHI-10 8. chilense TGRG Juebrada I—Iuata{a;:l?ir]t;:la, Antofagasta,
CHI-11 S. cfiffense TGRGC Huatacondo 2400 m, Tarapaca, Chile
CHI-12 S. chiflense TGRC Estigue Pampa, Tacna, Peru
CHI-13 =, cfiflense EELM-CSIC  Quebrada{Calapampa, Arequipa, Perd
GHI-14 S. chilense EELM-GS|c ~ (Quebrada Salsepuedes Rio Chaparra,
Arequipa, Peru
GCHI-15 5. chifense EELM-CSIG Pampa de 1a Clemesi, Arequipa, Peru
GHI-16 5. chilense EELM-CSIG Huaico Moquegua, bMoquegua, Peru
CHI-17 =. chifense EELM-CSIC Cause seco, Tacna, Perd.
CHI-18 S. chilense EELM-CSIC Falguilla, Tacna, Perd.
CHI-19 S. chilense EELM-CSIC Rio Sama, Tacna, Perd
CHI-20 S. chilense EELM-CSIC Chitita, Tarapacd, Chile
CHI-21 &, chilense EELM-CSIC Alta Azapa, Tarapaca, Chile
CHI-22 S. chilense EELM-CSIC Soledad, Antofagasta, Chile
CHI-23 S. chilense EELM-GsIc  Mimaba Desereciada, Amotagasta,
CHI-24 S. chifense EELM-CSIC {Codpa, Tarapaca, Chile
CHI-25 S. chilense EELM-GSIc ~ Quebradabeca, i;‘ﬁ,?; Lluta, Tarapaca,
CHM-1 S. chmifelewskif TGRGC Tambo, Ayacucho, Perd
CHM-2 5. chmjelewskif TGRC Hacienda Pajonal, Ayacucho, Peru
CHM-3 5. chmjelewskif TGRC Abancay, Apurimac Provincia, Peru
CHM-4 5. chmiglewskii TGRC Peril
CHM-5 5. chmisfewskii TGRC Soracara, Apurimac, Peru
GHM-6 5. chrielewskif TGRG Huayapacha-2, Cusco, Peru
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CHM-7 S. chmielewski TGRGC Chihuanpampa, Cusco, Peru
CHM-B S. chmielewski TGRGC Cuzco, Perd
CHM-9 S, chmislewski TGRG Cuzca, Perd
CHM-10 S. chmielewskif TGRG Cuzco, Perid
CHM-11 S, chmielewski TGRG Apurimac, Peru
CHM-12 S, chmielewski TGRG Apurimac, Peru
CHM-13 5. chmielewskii TGRC Apurimac, Peru
CHM-14 5. chrmielewskif TGRC Apurimac, Peru
CHM-15 5. chrmielewskif TGRC Apurimac, Peru
CHM-16 S. chmielewskif TGRC Apurimac, Peru
CHM-17 S. Chmielewskif EELM-CSIC Caszinchihua, Apurimac, Peru
CHM-18 5. Chmielewskif EELM-CSIC Perd
COM-1 8. corneliomuelieri TGRC Recolectadaa [Zkm oeste de Canta,
COomM-2 5. corneliomuaiiess TGRC Lima, Peru
COomM-3 5. corneliomuaiiess TGRC Lima, Peru
COmM-4 5. corneliomuaiiess TGRC Surco, Lima, Peru
COM-5 =, coraeliomueliers TGRGC Walle Rimac, K m 93, Lima, Peru
COM-B 5. corneliomuaiiers TGRG 3 km sobre Yaso, Lima, Peru
COM-7 S. corneliomuelieri USDA Matucana, Feru. Blevactan: 2225
COM-8 8. corneliomuelleri uspa  Desde Valle Rio Canta ebire Yangos y
Canta, Peru. Elevacion: 2682 metros
COM-9 5. corneliomuellers uspA From east of Moguegua, Peru
COM-10 5. corneliomuaileri EELM-CSIC Rio Canta, Peri
COM-11 5. carneffomueffers USDA Recolectada 9km west of Canta, Peru
COM-12 5. carneffomueffers USDA Lima, Peru
Recolectada desde Capillucas, 26 km.
COM-13 S, corneliomueliern USDA Moreste de Catalmasi, Lima Provincia.
Elevacidn: 1700 metros
GA-1 5. galapagense EELM-CSIC  Fernandina, Islas Galdpagos, Ecuador
GA-2 5. galapagense EELM-CEIC Isabela, Islas Galdpagos, Ecuador
GA-3 S, galapagense TGRC Santiago, [slas Galdpagos, Ecuador
GA-4 S, galapagense TGRC Isabela, Islas Galdpagos, Ecuador
GA-S S, galapagense TGRC California, EEUU
GA-6 5. galapagense USDA Santiago, Islas Galapagos, Ecuador
GA-7 S, galapagense EELM-CSIC 5. Bartolome, Islas Galapagos
HAE-1 S. habrochaffes UsDA Contumaza, Cajamarca, Peru
HAE-2 8. habrochaitas TGRC From Parlacotoﬁizcash Provincia,
HAE-3 S. habrochaffes UsSDA hatucana, Lima, Peru
HAE-4 S. habrochaffes UsSDA Huancabamba, Piura, Peril
HAE-5 S. habrochaffes UsSDA Rio San Juan, Huancavelica, Perd
HAB-6 S. habrochaftes TGRGC Casma, 97k from Fanam., Ancash
HAE-7 S. habrochaffes TGRC Balsapata, Amazonas, Perd
HAE-8 S. habrochaftes TGRC Llauta/R. Palpa, Ayacucho, Peru
HAE-9 5. habrochaffes TGRC San Francisco, Amazonas, Perd.
HAE-10 5. habrochaffes TGRC Alta Fortaleza, Ancash, Perd
HAB- 11 5. habrochaffes TGRC Canra-Yangas, Lima, Peri
HAE-12 5. habrochaffes EELM-CSIC Alta Fortaleza, Ancash, Peru
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HAE-13

=. habrochaies

EELM-CSIC

Casma, 97 km desde Panam., Ancash,

Peru
HAE-14 S, habrochafies EELM-CSIC Cajamarca, Cajamarca, Peru
HAE-15 S, habrochafies EELM-CSIC Cajamarca, Peru
HAB-16 3. habrochaites EELM-CSIC EELM-CSIC
HAB-17 S, habrochaftes EELM-CSIC EELM-CSIC
HAB-18 S, habrochaftes EELM-CSIC EELM-CSIC
HAB-19 S, habrochaftes EELM-CSIC EELM-CSIC
HAB-20 S, habrochaftes EELM-CSIC EELM-CSIC
HAE-21 S. habrochafies EELM-CSIG EELM-CSIC
HAE-22 5. habrochaftes EELM-CSIC EELM-CSIC
HAB-23 S. habrochaites USDA From Rope, Cjﬂ:‘:&“‘"‘:“ Provincia,
HAE-24 3. habrochaites UsSDA El Salvador
HAB-25 S habrochaies USDA Ayabaca Praviqcia, Fiura Dept, Peru.
Elevacidn: 800 metros
HAB-25 8. habrochaites EELM-CSIC  R'oCama Perw. Blevacion: 2472
HAB-27 8. habrochaites EELM-GSIG ~ Clamarea Fem. Blevacion: 356
HAE-28 S, habrochaftes EELM-CSIC Cajamarca, Peru.
HAB-29 3. habrochaites EELM-CSIC EELM-CSIC
HAB-30 8. habrochaites TGRGC Recolectada en El Mirador,
Guayaquil, Ecuador.
HABG- 1 S. habrochares £ TGRC De Rin C‘r_lin'_lbo, Chimboaraza
glabratum Provincia, Ecuador.
HAEG-2 8. habrochaltes £ USDA Alausi, Chimbaorazo, Ecuadar
glabratum ’ ’
HABG-3 . habrochaftes | TGRC S Jipijapa, Manabi, Ecuador
glabratum
HAEG-4 <. habrochaites f TGRC Yagana# |, Loja, Ecuador
glabratum
HAEG-5 S. habrochaites | TGRC Yagana#l, Loja, Ecuador
alabratum
HAEBG-8 S. habrochaites £ TSRO Chanchan, , Chimborazo, Ecuador
alabratum
HAEG-7 S. habrochaites £ UsDaA Banos, Ecuadar
alabratum
. Hacienda Tambo Grande, Km. 33,
HAEG-8 <. habrochaites f USDA Ferrocarril a la Costa, Guayaquil,
glabratum Ec
uador
S, habrochaitas f De 1a Hacienda Tambo Grande, Km.
HAEG-9 ’ ’ EELM-CSIC 38, Fervocarril ala Costa, Guayaquil,
glabratum Peru
S habrochaitas f De 1a Hacienda Tambo Grande, Km.
HAEG-10 : : EELM-CSIC 38, Fervocarril ala Costa, Guayaquil.
glabratum
From: Ecuador
HABG-11 5. habrochaites £ USDA Rio Chillon, below Canta, Pert
glabratum
. Loja, 2 to 3 km south near Botanical
HAEG-12 S hag;ﬁ?jges f USDA Garden of the University. From
g Ecuador. Elevacion: 2200 metros
HABG-13 S. habrochaffes | USDA Rio Chimbo, Chimborazo Provincia,
glabratum Ecuador.
HABG-14 S. habrochaftes £ USDA Guayaquil, Ecuador. Larituder 01 deg.

glabratum

30 min. South (-1.500), Longitude:
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080 deg. 31 min.

5. Iycapersican var.

CER-1 \ TGRG ¥illa Hermosa, € auca, Colombia
carasiforme

CER-2 S lycopersicon var.  epyy csic Tawan, Sabah, Bomeo
carasiforme

NEO-1 5. nearickif Limatambo, Cuzco, Peni

NEQ-2 S peorickil TGRC La Toma, Laja, Ecuadar

NEOC-3 5. neorickil TGRC Amazonas, Peru

NEQ-4 S. nearickil TGRG Chachapoyas Oeste, Amazonas, Peril

NEO-5 5. neorfckif Chirico, Amazonas, Penl

NEQO-8 5. nearickil TGRC Ona, Azuay, Ecuador

NEQO-7 S nearickit TGRC Oeste de Pedro Ruiz, Amazonas, Peru

NEO-8 5. neoricki TGRG Saraguro-Cuenca, Azuay, Ecuador

NEO-9 S. neorickii TGRG Wamma"ﬁ:};’;g‘f};‘:{‘m & 5an

MEO-10 5. nearicki TGRGC Apurimac, Peru

MEQO-11 5. nearicki TGRC Gonozabal, Loja, Ecuador

NEO-12 5. nearickif EELM-CSIC Curahuasi, , Apurimac, Perd

MEO-13 5. nearickif EELM-CSIC Rio Pachachaca, Apurimac, Perd

NEO-14 5. nearickif EELM-CSIC Huanuco, Huanuco, Peru

MEO-15 S. nearicki EELM-CSIC Ona, Azuay, Ecuador

NEO-16 5. neorfckif EELM-CSIC Choipiaco, Amazonas, Perd

NEO-17 5. neorfckif EELM-CSIC Chavinilla, Huanuca, Peru

NEO-18 S. neorickif EELM-CSIC EELM-CSIC

NEO-19 S. neorickif EELM-CSIC EELM-CSIC

NEO-20 S. neorickif EELM-CSIC EELM-CSIC

NEO-21 5. neorickif EELM-CSIC EELM-CSIC

NEO-22 5. neorickif EELM-CSIC EELM-CSIC

PEN-1 5. pennalii TGRG Perd

FEN-2 5. pennailf EELM-CS5IG Fisaquera, Lima, Peru

FPEN-3 5. pennalii EELM-CSIC tloro, Lima, Peru

FPEN-4 5. pennalii EELM-CSIC El Horador, Piura, Peru

FEN-% 5. pennalii EELM-CSIC  AguaPerdida (Rio Ingenia), Ica, Peru

FEN-& 5. pennalii EELM-CSIC Rio Atico, Arequipa, Peru

FPEN-7 5. pennalii EELM-CSIC Bayovar, Fiura, Peru

PEN-8 S. pennailff EELM-CSIC EELM-CSIC

PEN-9 S. pennailff EELM-CSIC EELM-CSIC

FPEN-10 S. pennallff EELM-CSIC Perd

PER-1 S. peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC

FER-2 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-C5IC

FER-3 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-C5IC

FER-4 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC

FER-5 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC

FER-& S. pargvianum EELM-CSIC EELM-CSIC

FER-7 S. pargvianum EELM-CSIC EELM-CSIC

FER-8 S. pargvianum TGRC Chilca, Lima, Peri

FER-9 S. pargvianum TGRG Supe, Lima, Berl

PER-10 5. peruvianum TGRGC Pampano, Huancavelica, Peru

158



Anexo |

FER-11 S, peruvianum TGRC Atiquipa, Arequipa, Peru
FER-12 S, peruvianum TGRC Ferd
FER-13 S, peruvianum TGRC Perd
FER-14 S, peruvianum TGRC Tinguiyog (Rio Santa Cruz), [ca, Peru
PER-15 S. peruvianum TGRG Rio A“f{;ﬂ: fi:[]:’";:fu Panam,
FER-16 S, peruvianum TGRC Quinistaquillas, Mogquegua, Peru
PER-17 S, peruvianum TGRG {Coayllo, Canete, Lima Peru
FER-18 S, peruvianum TGRC Mexico City, Mexico
PER-19 5. peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-20 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-21 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-22 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-23 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-24 =, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-25 =, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-25 =, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-27 =, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-28 5. peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-29 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-30 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-31 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
FER-32 S, peruvianum usDA Chancay
PER-33 S. peruvianum USDA Sacabandia. Ele;e‘l:ri:lﬁn: 2438 metros,
FER-34 S, peruvianum usDA Lima, Peru
FER-35 S, peruvianum UsDA Azapa Yalley, Chile
FER-36 S, peruvianum USDA Tamba, Beru.
FER-37 S, peruvianum UsDA Culebras, Peru
FER-38 S, peruvianum USDA Chala, Peru
PER-39 E. peruvianum USDA South America
FER-40 S. peruvianum USDA La Liberrad, Baru
FER-41 S. peruvianum USDA Junin, Beru
FER-42 S. peryvianum USDA Baru
PER-43 8. peruvianum EELM-GSIG Y2 Rioanta enure Hargosy Canta,
FER-44 S, peruvianum EELM-CSIC tanabi, Ecuador
FER-45 S, peruvianum EELM-CSIC Rio Supe, Peru
FER-45 S, peruvianum EELM-CSIC Arequipa, Peru
FER-47 S, peruvianum EELM-CSIC EELM-CSIC
PER-48 5. peruvianun TGRG Hacienda San Izsidro, Lima, Perid
FER-49 5. peruvianun TGRC Atiquipa, Arequipa, Peru
FPER-50 S. peruvianurn TGRC Sisacaya, Lima, Peru
FPER-51 S. peruvianun TGRGC Otuzco, La Libertad, Peril
FER-52 S. peruvianun TGRC Cajamarca, Perd

PIM-1 5. pimpinellifoiium EELM-CSIC EELM-CSIC

FlmM-2 S. pimpineflifolium EELM-CSIC EELM-CSIC

FIM-3 5. pimpinelifolitm EELM-CSIG EELM-CSIC

FiM-4 5. pimpinelifolitm EELM-CSIG EELM-CSIC
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F -5 S. pimpinefiifoium EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-86 S, pimpinefiifaium USDA Culebras, Ancash, Peru
FIM-7 S, pimpinefifaium TGRC El Empalme, Guayas, Ecuador
PIn-8 S, pimpinefifaium TGRG Las Delicias, Pichincha, Ecuadar
PIin-9 S, pimpinefiifaium TGRG Sta Tome, Fiura, Peru
PIM-10 S, pimpinefiifaium USDA tlancha Alta, Lima, Peru
PIM-11 S. pimpinafiifoium TGRGC Lambayeque, Perd
PIM-12 5. pimpinefiifofum EELM-CSIC Lima, Perd

PIM-13 S, pimpinefiffaium usphA Fariacoto, Ancash, Perd
PiM-14 o, pimpinefiffaium UsDA Balsa-huaico, Cajamarca, Peru
FIM-15 5. pimpinafifoffum USDA Moxeque (Casma) Ancash, Peru
FIM-16 5. pimpinefiifoffum USDA Lomas de Latillo, Lima, Paru
FiM-17 5. pimpinefiifoffum TGRG Villamil, Galapagos, Ecuador
Fi-18 5. pimpinefiifoffum TGRG Los bochis, Sinaloa, Mexico
PIM-19 8. pimpineffifofum EELM-CSIG EELM-CSIC

PIM-20 8. pimpineffifofum EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-21 S. pimpinefiifoium EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-22 S. pimpinefiifoium EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-23 S. pimpinefiifoium EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-24 S. pimpinefiifoium EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-25 5. pimpinafiifofum EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-28 5. pimpinafiifofum EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-27 5. pimpinafiifofum EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-28 S. pimpinafiifoium EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-29 5. pimpinefiifofum EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-30 5. pimpinefiifofum EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-31 5. pimpinefiifofum EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-32 S. pimpinefiifoium EELM-CSIC EELM-CSIC

PIM-33 5. pimpinefiifofium USDA Furillo, Columbia
Fin-34 5. pimpinefiifoffum USDA Vanazuela

FIM-35 5. pimpinefiifoffum USDA San Cristobal, Chiapas, Mexico
FIM-36 5. pimpinefiifoffum USDA Jalapa, Guatemala
PIM-37 8. pimpineffifofum USDA India

PIM-38 S. pimpinefiifoium USDA Honduras

FIM-39 5. pimpinefifaium uspA Argentina

FIM-40 5. pimpinefifaium uspA Los Diamantes, Costa Rica
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Anexo 2

Construccion de DNA Nombre del virus o Esquema
mutante
pT7PepXL6 e
FepXLlb
pBPepXlb
pT7PepXLbagg K
PepXL6agg __T.-Ei_m_
pBFepXlbage
& nl (12 aa)
pT7PepGFPACP —_
PepGFPACF]
pBPepGFPACPI
pBPepGFPACP2 PepGFPACF?2
3& nt [12 aa)
nf;)‘;ﬁ 120 CF
pBFepGFFACP3 PepGFPACFP3 LA
28 nl
l‘_A—\
AiEE LTS
pBPepGFPACP4 PepGFPACP4 2
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Nombre del virus o

Construccion de DNA tante Esquema
SGPCh2
112nt -
pBPepGFPACPCh2 PepGFPACPChH2 e | Rl
pBPepill Pep301

SGP SGPd

—— —— JUTR
pBPeps.128 Pep5.128
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