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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se aborda el estudio de varios aspectos del mecanismo de
transmision de potyvirus por pulgones con especial atencion a la busqueda de posibles
modos de interferir con el mecanismo y asi facilitar nuevas herramientas en la proteccién
de cultivos frente a potyvirus. También se ha profundizado en el estudio de los
mecanismos moleculares que operan en este fendmeno y su implicacion en la

diseminacion del virus.

Anteriores trabajos de nuestro laboratorio han desarrollado una serie de variantes
del potyvirus TEV no transmisibles por pulgones. Uno de los primeros objetivos ha sido
la busqueda de la causa para la pérdida de transmision de estos virus. Existen dos
proteinas de origen viral implicadas en la transmision de potyvirus por pulgones: la
proteina de la capsida o CP y el factor ayudante HC-Pro. La interaccion entre ambas
proteinas es una condicion necesaria para que se produzca la transmision del virus y el
modelo méas aceptado para explicar la transmisién es aquél en el que la proteina HC-Pro,
posiblemente en alguna forma multimérica, actia como puente entre el aparato bucal del
insecto y la particula viral. Durante el desarrollo de este trabajo se ha encontrado una
modificacion en la regidn amino terminal de la proteina de la capsida de TEV que
inhabilita la interaccion entre CP y HC-Pro. Esta modificacion ademas provoca la pérdida
de transmisibilidad del clon completo infeccioso disponible en nuestro laboratorio, el clon
TEV 7DA-CIB.

Los mutantes de TEV no transmisibles portan también mutaciones puntuales en la
region codificante de la proteina HC-Pro. Hemos analizado si estos factores HC-Pro
modificados interaccionan con la proteina CP o consigo mismos. Anteriores trabajo han
observado que la proteina HC-Pro activa en transmisién se encuentra en un estado de
agregacion al menos dimérico por lo que si la proteina no fuera capaz de interaccionar
consigo misma se perderia la capacidad de dimerizacion y por tanto la actividad en
transmision. Para llevar a cabo estos estudios se ha empleado la técnica de los dos
hibridos de levaduras. La interaccion de HC-Pro con CP no ha podido ser analizada con
este sistema. Sin embargo, los estudios de interaccion de las distintas variantes de HC-
Pro consigo misma han mostrado que todas las variantes funcionales y no funcionales en
transmisién interaccionan consigo mismas. En los ensayos cuantitativos de la interaccion
se observa, sin embargo, una interaccion mas fuerte en los casos de las variantes de HC-

Pro funcionales en transmisién que en las no funcionales, aunque estas diferencias no

Vi



Resumen

son estadisticamente significativas y se desconoce si pueden reflejar algun efecto en la

capacidad de transmision.

En la basqueda de estrategias para interferir con la transmision de potyvirus por
pulgones hemos trabajado con el virus de la Sharka PPV, virus de gran importancia
economica por las pérdidas que genera en la produccion de frutales de hueso en todo el
mundo. Hemos desarrollado un sistema de expresion transitoria de HC-Pro de PPV que
permite su expresion en el huésped N. benthamiana fuera del contexto de la infeccion
viral y también permite la produccion de proteinas HC-Pro alteradas y no funcionales en
transmision. La expresion de proteina fue analizada en dos huéspedes distintos: N.
benthamiana y N. tabacum. La expresion de proteina HC-Pro ha sido detectada
Unicamente en el primero de ellos siendo los niveles de expresion de proteina en este
sistema basado en Agrobacterium tanto o mas elevados que los producidos por una

infeccion sistémica de PPV en este huésped.

Para estudiar la actividad en transmision de esta proteina expresada
transitoriamente hemos generado tres clones completos infecciosos de PPV no
transmisibles por pulgones introduciendo distintas modificaciones en la region codificante
de la proteina CP asi como del factor HC-Pro. Gracias a estos clones hemos podido
demostrar la actividad en transmision de la proteina expresada fuera del contexto de la
infeccion viral mediante dos aproximaciones distintas. En ensayos de alimentacion
secuencial de pulgones la proteina HC-Pro de PPV expresada transitoriamente produjo
valores de transmision comparables a los generados en ensayos con proteina HC-Pro
procedente de una infeccion viral. Sin embargo, en ensayos de transmision de planta a
planta de mutantes complementados con la proteina activa en transmision, los valores

obtenidos fueron inferiores a los de controles de virus PPV transmisible por pulgones.

Se ha empleado este sistema para producir proteina HC-Pro de PPV no funcional
en transmision y se ha ensayado la capacidad de la misma para interferir en el proceso
sin observar una reduccién significativa de los valores de transmision por ninguna de las
estrategias ensayadas. Asimismo se ha probado a interferir la transmisidén de virus activo
mediante infecciones mixtas con virus no transmisible sin obtener de nuevo una

reduccién significativa de la tasa de transmision.
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Abreviaturas

ACRONIMOS DE VIRUS CITADOS

AMV
CaMVv
CMV
CTVv
CVYV

LIYV

LMV
PeMV
PLRV
PPV
PSbMV

PVA
PVX
PVY
PPMoV
SMV
TEV
T™MV
TuMV
TVMV
WSMV
ZYMV

Virus del mosaico de la alfalfa (Alfalfa mosaic virus)

Virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus)

Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus)

Virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus)

Virus del amarilleo de las venas del pepino

(Cucumber vein yellowing virus)

Virus de los amarilleos infecciosos de la lechuga

(Lettuce infectious yellows virus)

Virus del mosaico de la lechuga (Lettuce mosaic virus)

Virus del moteado del cacahuete (Peanut mottle virus)

Virus del enrollado de la patata (Potato leaf roll virus)

Virus de la Sharka (Plum pox virus)

Virus del mosaico del guisante transmitido por semilla

(Pea seed-borne mosaic virus)

Virus A de la patata (Potato virus A)

Virus X de la patata (Potato virus X)

Virus Y de la patata (Potato virus Y)

Virus del moteado suave del pimiento (Pepper mild mottle virus)
Virus del mosaico de la soja (Soybean mosaic virus)

Virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus)

Virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus)

Virus del mosaico del nabo (Turnip mosaic virus)

Virus del moteado de las venas del tabaco (Tobacco vein mottling virus)
Virus del mosaico estriado del trigo (Wheat streak mosaic virus)

Virus del mosaico amarillo del calabacin (Zucchini yellow mosaic virus)
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ABREVIATURAS

Ac. Acido

AD Dominio de activacion de la transcripcion

BD Dominio de uniéon a DNA

BPB Azul de Bromofenol

BSA Albumina de suero bovino

CP Proteina de la capsida

DASI-ELISA Ensayo ELISA por doble sandwich indirecto

DIECA Dietilditiocarbamato sodico

DMSO Dimetil sulféxido

DNA Acido desoxirribonucléico

DO¢oo Densidad 6ptica medida a 600 nm

DOsgys Densidad 6ptica medida a 600 nm

DOyos Densidad 6ptica medida a 405 nm

dpi Dias post inoculacién

dpa Dias post Agroinfiltracién

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilen diamino tetra acético

EGTA Etilenglicol-bis- (B-aminoetileter) N", N", N", N"-tetracético
EtBr Bromuro de Etidio

EtOH Etanol

GAMPO Anticuerpo procedente de cabra contra ratén conjugado con peroxidasa.
GARPO Anticuerpo procedente de cabra contra conejo conjugado con peroxidasa.
HC-Pro Factor de transmisién o componente auxiliar de transmision.
hisHC-Pro HC-Pro con 6 histidinas fusionadas en su extremo amino terminal.
HEPES Acido 4-2-hidroxietil1-piperazinil-etanosulfénico

Kb Kilobase

KDa Kilodalton

LB Medio Luria Bertani

MADb Anticuerpo monoclonal

MES Acido r-morfolinetanosulfonico

min minuto

MOPS Acido 4-morfolinpropanosulfénico

mpi Meses post inoculacion

MRNA RNA mensajero

MW Peso molecular

PADb Anticuerpo policlonal
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PBS
PBST
PCR
PEG
PNP
PVP
RNA
rpm
RT
SD
SDS
SRNA
SSC

Taq
TE
TSM
uds
uv
YPDA

Tampon fosfato salino (Na,PO4 15 mM, NaCl 0,15 M, pH 7.4)

Tampon fosfato salino con Tween-20 al 0.05%
Reaccion en cadena de la polimerasa
Polietilen glicol

p-nitrofenil fosfato

Polivinil pirrolidona

Acido ribonucléico

Revoluciones por minuto

Transcripcion reversa

Medio minimo de crecimiento de levaduras
Dodecil sulfato sédico

RNA de pequefio tamafio

Tampon cloruro sédico-citrato sédico

(NaCl 0,15M, citrato sédico 0,015M pH 7.0)
DNA polimerasa procedente de Thermus aquaticus
Tris HCI 10mM pH 7.5, EDTA 1 mM

Tampon sulfato magnésico (Tris-H,SO,4 0.1M pH 7.2, MgCl, 0.02M)

unidades

Ultravioleta

Medio rico de crecimiento de levaduras suplementado con adenina

CODIGO GENETICO

Primera posicién

Segunda posicion
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Abreviaturas

AMINOACIDOS

Aminoacido Abreviatura Tamafio Polaridad
3 letras 1 letra

Alanina Ala A 89 Hidrofobo
Arginina Arg R 174 Basico
Asparagina Asn N 132 Hidréfilo
Ac. Aspartico Asp D 133 Acido
Ac. Glutamico Glu E 147 Acido
Cisteina Cys C 121 Hidréfilo
Fenilalanina Phe F 165 Hidrofobo
Glutamina GlIn Q 146 Hidrofilo
Glicina Gly G 75 Hidrdfilo
Histidina His H 155 Bésico
Isoleucina lle I 131 Hidrofobo
Leucina Leu L 131 Hidrofobo
Lisina Lys K 146 Basico
Metionina Met M 149 Hidrofobo
Prolina Pro P 115 Hidrofobo
Serina Ser S 105 Hidrofilo
Treonina Thr T 119 Hidrofilo
Triptofano Trp W 204 Hidréfobo
Tirosina Tys Y 181 Hidréfilo
Valina Val Vv 117 Hidrofobo
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|.1 TRANSMISION DE VIRUS DE PLANTAS.

La transmision por organismos vectores es el principal medio de difusion de los
virus de plantas. Los virus de plantas pueden ser también transmitidos verticalmente por
semilla, o ser diseminados por intervencion humana, por ejemplo mediante injertos o por
manipulacion en las plantas que causa dafio mecanico. La importancia de la
diseminacion por vectores es menor en el caso de virus animales ya que, a diferencia de
las plantas que son organismos seésiles, la movilidad del huésped facilita el contacto y la

transmision de virus sin necesidad de que exista un vector entre huéspedes.

El primer documento cientifico que recoge un caso de transmision de un virus de
plantas por un vector se publicé ya en el afio 1901 (Takami, 1901) y desde entonces han
sido numerosos los casos de virus transmitidos por vectores que han sido estudiados.
Son muchos los grupos taxonémicos de vectores implicados en la transmisién de virus de
plantas, incluyendo plasmodioforales (Clase Plasmodiophoromycetes), hongos (Clase
Chytridiomycetes) y animales (nematodos: Clase Adenophorea Yy artrépodos: Clases
Arachnida e Insecta). La tabla 1 (adaptada de Ng & Falk, 2006b) muestra un breve
resumen con los medios de transmisidbn de los grupos de virus de plantas mas
representativos. En esta tabla se observa claramente que, a pesar de ser numerosos los
grupos taxondmicos de vectores implicados en la transmisién de virus de plantas son los
insectos hemipteros, y dentro de este grupo los pulgones, los que trasmiten la mayoria de
los virus de plantas, siendo responsables de la transmision de aproximadamente un 55%
de los virus descritos (Brunt et al., 1996, Nault, 1997).

Tabla 1. Medios de dispersion de virus de plantas.

Organismos dispersores Incidencia® Ejemplos de Géneros de Virus
Humanos Raro Potexvirus, Tobamovirus

Hongos Raro Carmovirus, Tombusvirus,
Plasmodioforales Raro Furovirus, Bymovirus

Nematodos Poco frecuente Nepovirus, Tobravirus

Acaros Poco frecuente Rymovirus

Trips (O. Thysanoptera) Poco frecuente Tospovirus

Escarabajos (O. Coleoptera) Poco frecuente Comovirus, Tymovirus

Mosca blanca (O. Hemiptera) | Alta Begomovirus, Crinivirus

Cicadélidos (O. Hemiptera) Alta Phytoreovirus, Mastrevirus, Tenuivirus,
Pulgones (O. Hemiptera) Mayoritaria Potyvirus, Luteovirus, Cucumovirus, Closterovirus

! Hace referencia a la incidencia relativa del tipo de organismo vector citado para la dispersion de
los virus de plantas en términos globales.
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La transmision por vectores de virus de plantas es un fendmeno muy especifico
en el que estan implicados determinantes de origen viral que interaccionan
especificamente con el vector. Por este motivo la transmisién se ha utilizado en
ocasiones como caracter bioldgico de valor taxonémico para clasificar diferentes géneros

de virus (por ejemplo en el caso de la familia Potyviridae).

Sin embargo, a pesar de la importancia que tiene este mecanismo en la dispersion
de los virus de plantas en la naturaleza, los determinantes y mecanismos por los que
vectores especificos son capaces de propagar sus correspondientes virus entre distintas
plantas son comprendidos parcialmente. AUn quedan muchas cuestiones por aclarar.
Por otra parte, aungque existen algunos casos concretos en los que el mecanismo a nivel
molecular empieza a ser conocido (por ejemplo Potyvirus) no existe suficiente
informacién como para conseguir establecer estrategias que permitan mejorar el control

de las virosis en el campo mediante métodos que afecten la transmision de virus.

1.1.1 Tipos de transmisién de virus de plantas por insectos.

Los conceptos basicos para describir las interacciones entre virus y vector
fueron por primera vez introducidos por Watson y Roberts en 1939 (Watson & Roberts,
1939) quienes acufaron los términos de transmision “no persistente” y “persistente” que
hacian referencia al tiempo que el vector (en este caso distintas especies de pulgones)
era capaz de transmitir un virus tras su adquisicion. Desde entonces la terminologia ha
ido variando conforme el conocimiento de la materia ha ido avanzando. En este trabajo
se empleara la terminologia mas ampliamente utilizada y revisada recientemente por Ng

y Falk (Ng & Falk, 2006b). Esta clasificacién se basa en dos caracteres principales:

1. La duracién de la capacidad de transmisién del virus tras ser adquirido por el
insecto vector, una caracteristica que se asocia también con el lugar de retencién
del virus dentro del mismo (Nault, 1997)

2. la posible translocacion del virus en el interior del insecto.

Asi tenemos cuatro tipos de transmision: No persistente, semipersistente,

persistente circulativa y persistente propagativa.

Durante el proceso de transmision se distinguen tres fases bien marcadas que
también se utilizan para clasificar los tipos de transmision de virus de plantas. Estas

fases son:
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1. Fase de Adquisicién. Es el tiempo que el vector tarda en adquirir el virus a partir

de una planta infectada sobre la que se esté alimentando.

2. Fase de Latencia. Es el lapso de tiempo necesario para que el vector sea capaz

de inocular el virus adquirido.

3. Fase de Retencion. Es el periodo de tiempo durante el cual el vector es virulifero

y puede inocular el virus en nuevas plantas.

En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de los tipos de transmision descritos.

Tabla 2. Clasificacion de los tipos de transmision de virus de plantas®

Tipos de Transmision

;. 5 5 PERSISTENTE PERSISTENTE
Caracteristicas NO PERSISTENTE SEMPERSISTENTE
CIRCULATIVA PROPAGATIVA
Duracion de la fase de Segundos Minutos
L ) Horas Horas
adquisicion Minutos Horas
Fase de latencia: Dias
) . No No Horas
necesidad/duracion Semanas
Duracion de la fase de ) Horas Dias Dias
o Minutos i ) .
retencién Dias De por vida De por vida
Necesidad de traspaso
de barreras celulares en No No Si Si
el vector
Capacidad de replicacién ]
No No No Si
en el vector
Ejemplos de grupos Potyvirus Caulimoviridae Luteoviridae ]
o ) ] o o Tospovirus
taxondémicos de virus Cucumovirus Closteroviridae Geminiviridae

®Adaptado de Ng y Falk 2006

°En el caso de transmision mediada por hemipteros (pulgones, mosca blanca, cicadélidos, etc.) la
transmision no persistente se asocia con retencién del virus en el estilete, mientras que en la
semipersistente se ha postulado que la retencién podria tener lugar en el aparato digestivo anterior
(Nault, 1997) aunque no existen evidencias experimentales que lo demuestren.

[.1.1.1 Transmision persistente.

Este tipo de transmisidn requiere tiempos de adquisicién largos de horas e incluso
dias. La mayoria de los virus transmitidos de este modo estan restringidos al floema en
su planta huésped, son transmitidos por artrépodos y el virus atraviesa la barrera
hematoencefalica del insecto.

Se distinguen dos tipos de transmision persistente: circulativa y propagativa. En la
transmision persistente circulativa (Ejemplos: Luteovirus, Nanovirus, Geminivirus) el virus
no es capaz de replicarse en las células del vector durante su transporte. En el caso de
la transmision persistente propagativa (Ejemplos: Tospovirus, Reoviridae, Rhabdoviridae)

el virus es capaz de multiplicarse en las células del insecto durante su circulacion
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actuando como un organismo parasito tanto en la planta huésped como en el insecto
vector pudiendo en ocasiones llegar a infectar a la progenie del insecto

transovaricamente.

La transmision persistente circulativa ha sido bien estudiada en el caso de
Luteovirus, transmitidos por pulgones. El virus es ingerido por el vector y transportado
hasta las glandulas salivares desde donde es inoculado junto con la saliva en posteriores
alimentaciones del vector. Durante el recorrido se producen asociaciones entre
componentes del virus y los receptores presentes en células del intestino medio y/o
posterior que permiten al virus traspasar estas células y ser liberado a la hemolinfa.
Estas interacciones parecen no ser muy especificas pues los luteovirus son
internalizados tanto en pulgones vectores como no vectores (Gildow, 1999). El paso
desde la hemolinfa a las células de las glandulas salivares accesorias es por el contrario
un fendbmeno altamente especifico (Brault et al., 2007, Brault et al., 2005, Seddas et al.,
2004) implicando la glicosilacion de las proteinas de origen viral (Seddas & Boissinot,
2006). Durante el periodo en el que las particulas virales se encuentran en la hemolinfa
se produce una interaccién con la proteina de tipo chaperona denominada GroEL
producida por bacterias endosimbiéticas del género Buchnera (Filichkin et al., 1997,
Hogenhout et al., 2000). Esta asociacion parece estar implicada en la estabilizacién de

las particulas virales en la hemolinfa del vector.

Los geminivirus son también transmitidos de manera persistente y circulativa pero
en este caso por mosca blanca. Se conoce poco acerca de los mecanismos moleculares
implicados en el proceso, si bien se sabe que también hay interaccién en la hemolinfa
con la proteina GroEL (Morin et al., 1999) y que la proteina de la cipsida de estos virus

estd implicada en su transmision (Liu et al., 1997, Liu et al., 1999).

Un caso de transmision persistente propagativa es el de los tospovirus
transmitidos por trips. En este caso las particulas virales penetran las células epiteliales
del intestino medio del vector donde se multiplican (Ullman et al., 1993, Nagata et al.,
1999). Tras su replicacidn en el intestino medio las particulas virales migran a las células
musculares que rodean el intestino y de alli a las glandulas salivares (Ullman et al., 1993,
Nagata et al., 1999, de Assis Filho et al., 2002). Estos virus tienen un genoma de RNA
tripartito envuelto por una envuelta lipidica derivada del huésped. En el RNA medio se
encuentran los determinantes de transmisibilidad por trips ya que se ha demostrado que

mutaciones en la pauta de lectura abierta del precursor de las glicoproteinas de la
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envuelta del virus provocan la pérdida de transmisibilidad sin afectar el ensamblaje del
virus (Sin et al., 2005).

1.1.1.2 Transmision semipersistente.

La transmision semipersistente se distingue por tener periodos de adquisicion e
inoculacion més largos que la no persistente (Palacios et al., 2002) pudiendo mantenerse
la capacidad virulifera del vector durante horas e incluso dias. Sin embargo, el virus sélo
es retenido en el aparato digestivo del vector sin atravesar barreras hematoencefélicas, a
diferencia de los virus de transmision persistente. Los virus de transmision
semipersistente mejor caracterizados son los caulimovirus y closterovirus. La adquisicion
del virus se produce en floema, y el vector precisa de cierto tiempo para alcanzar este
tejido, lo que explica que a mayores tiempos para la adquisicion, mayor sea la eficacia del
proceso. El virus se considera que puede ser retenido en la region del intestino anterior

del pulgon (figura 2), aungque no existe evidencia en firme que lo pruebe.

La transmision del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) es el caso de
transmisién de caulimovirus mejor estudiado (Schmidt et al., 1994, Blanc et al., 2001, Leh
et al., 2001, Palacios et al., 2002, Plisson et al., 2005). La transmision de este virus
requiere la asistencia de dos proteinas virales no estructurales P2 y P3 junto con la
proteina mayor de la capsida de este virus P4. La regidon amino terminal de la proteina
P2 interacciona con el insecto vector (Moreno et al., 2005) y la proteina P3 media la union
entre la proteina P2 y la particula viral a través de la proteina de la capsida P4 (figura 1).
Estudios sobre la distribucién intracelular de todos estos componentes virales parecen
indicar que la adquisicion de estos productos por el insecto vector se produce
secuencialmente adquiriendo primero la proteina P2 y posteriormente la proteina P3 y el

virion en forma de complejos preformados (Drucker et al., 2002).

En el caso de la familia Closteroviridae la transmision ha sido estudiada
exhaustivamente puesto que incluye miembros causantes de graves pérdidas
econdmicas a nivel agronomico. Sin embargo, los conocimientos a nivel molecular que
rigen las interacciones entre estos virus y sus vectores son aun muy escasos. El género
Closterovirus es transmitido de forma semipersistente por pulgones. EXxisten recientes
estudios que parecen indicar que, al igual que en el caso de los caulimovirus, proteinas
virales no estructurales podrian estar implicadas en el mecanismo de transmisién del
closterovirus de la tristeza de los citricos (CTV) (Herron et al., 2006). EIl género Crinivirus
es transmitido de forma semipersistente por mosca blanca. En este caso la inoculacién y

la adquisicion estan asociados con la alimentacién por parte del vector en tejido
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floemético (Johnson et al., 2002) y no parece haber implicacion de proteinas no
estructurales de origen viral (Tian et al.,, 1999). Estudios con el crinivirus de los
amarilleos infecciosos de la lechuga (LIYV) han demostrado que la proteina de la
capsida CPm (que forma estructuras diferenciadas en un segmento terminal de las
particulas) esta implicada en la interaccion con el vector y que cambios puntuales en su
secuencia imposibilitan la adquisicion de particulas virales (Ng & Falk, 2006a) (figura 1).

Aparato

Digestivo

] Anterior

Canal Canal

Alimenticio Salival

Epidermis N

Figura 1. Representacion de los modelos de transmision semipersistente y no persistente.
(a) Transmisién no persistente. Modelo de adquisicién del virus (izquierda) y alimentacion en
un esquema general del aparato bucal de hemipteros (derecha). El panel de la izquierda
muestra la transmision no persistente de potyvirus en la que la proteina HC-Pro media la
interaccion entre el vector y la particula viral a través de su proteina CP y de cucumovirus
(CMV) en la que la proteina CP esta implicada directamente en la interaccién con hipotéticos
receptores del pulgén. (b) Esquema representativo de la transmision semipersistente de
caulimovirus (CaMV) en la que se muestra como las proteinas p2 y p3 actian mediando la
interaccién entre la particula viral y los sitios de unién del vector, y de crinivirus (LIYV) en la
que la interaccién se da directamente con la proteina de la capsida CPm sin mediacion de
factores ayudantes. En este caso se ha propuesto que la interaccion tiene lugar en zonas
mas internas del aparato digestivo anterior, aunque no se dispone de evidencia experimental
(Adaptado de Ng & Falk, 2006b).
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1.1.1.3 Transmision no persistente.

Este tipo de transmision se caracteriza por tener periodos muy cortos para la
adquisicion y retencion del virus. Todos los virus de transmisién no persistente descritos
hasta la fecha tienen como vector exclusivamente pulgones (Ng & Falk, 2006b). El virus
se asocia con el estilete del pulgén donde es retenido durante unos minutos e inoculado
en posteriores pruebas del insecto. La adquisicion y la inoculacién se producen durante
las breves inserciones de prueba que realiza el pulgén sobre la planta para comprobar si
es un huésped apropiado (Powell & Hardie, 2000). En contra de lo que sucede con la
transmision semipersistente, la eficiencia del proceso disminuye cuando el tiempo de
adquisicion aumenta. Ademas el rendimiento es mayor si los pulgones se someten a un
ayuno previo (Wang & Pirone, 1996b). El virus es retenido en el aparato bucal del pulgon,
en la region del estilete donde se unen el canal alimenticio y el salival (figura 1), y en
este caso si se dispone de evidencias experimentales (Ammar et al.,, 1994, Wang &
Pirone, 1996b).

1.1.2 ESTRATEGIAS DE TRANSMISION DE VIRUS POR PULGO NES.

En el caso de la transmision no persistente y semipersistente, existen dos
mecanismos bien diferenciados de transmision. Un primer caso es el de aquellos virus
en los que es necesaria la presencia de proteinas de origen viral no estructurales también
denominadas factores ayudantes de la transmision (del inglés helper), y un segundo caso
es el de los virus en los que Unicamente son necesarios los componentes estructurales
del virion o proteinas de la capsida. Asi tenemos dos estrategias bien diferenciadas que

se denominan estrategia de la capsida y estrategia del helper.

Un ejempilo tipico de estrategia de la cdpsida es el del cucumovirus CMV (figura
1la) uno de los virus de mayor importancia por su amplia distribucién e implicaciones
econdémicas Este virus tiene un genoma tripartito. Los componentes que determinan la
transmision se localizan en la regién codificante de la proteina de la cipsida CP (Perry &
Francki, 1992, Perry et al., 1994). Estudios mediante generacion de distintos
recombinantes para el RNA3 quiméricos, por combinaciones de diferentes fragmentos de
la proteina CP de aislados transmisibles y no transmisibles han permitido identificar
varias posiciones en la secuencia de la proteina que afectan la transmision de CMV por
pulgones (Perry et al., 1998, Liu et al., 1999). En la mayoria de los casos estudiados la
pérdida de transmisibilidad correlaciona con una menor estabilidad de las particulas
virales (Ng et al., 2005).
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El caso mejor estudiado de estrategia de helper es el de los potyvirus, que
explicaremos con mas detalle en el siguiente apartado puesto que es el objeto de estudio
de esta tesis. Ademas, existen otros casos bien documentados como el del caulimovirus
CaMV que precisa de dos proteinas no estructurales, las proteinas P2 y P3 para que se

produzca la transmision del virus (figura 1b).

.2 TRANSMISION NO PERSISTENTE DE POTYVIRUS POR
PULGONES.

Los pulgones son el grupo mas importante de vectores de virus de plantas
transmitiendo unos 300 virus diferentes, de los cuales aproximadamente un 75% son
transmitidos de forma no persistente (Nault, 1997, Fauquet et al.,, 2004). EI género
Potyvirus, con 111 miembros definitivos descritos y 88  tentativos
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/ICTVdb/Ictv/index.htm: 00.057.0.01. Potyvirus) es el mas

numeroso de entre los transmitidos por pulgones de forma no persistente, y ademas,
muchos de sus miembros son responsables de causar importantes pérdidas econdémicas

en agricultura.

1.2.1 POSICION TAXONOMICA Y CARACTERISTICAS DE POTY VIRUS.

Los Potyvirus se incluyen filogenéticamente dentro del supergrupo tipo picorna de
virus de plantas con genoma de RNA de sentido mensajero. Comparten aspectos de su
estructura y expresidbn gendmica con la familia de virus animales Picornaviridae
(Goldbach & Wellink, 1988). Dentro del supergrupo de picornavirus de plantas existen

dos grandes familias: Comoviridae y Potyviridae (Goldbach et al., 1990).

El género Potyvirus se engloba dentro de la familia Potyviridae. Esta familia
incluye 6 géneros distintos que se clasifican principalmente en funcion de vector por el
que son transmitidos y el numero de fragmentos que componen su genoma (tabla 3). El
género Bymovirus tiene su genoma dividido en dos fragmentos de RNA y los otros 5
géneros (Potyvirus, Macluravirus, Rymovirus, Ipomovirus y Tritimovirus) tienen un
genoma monopartito. Potyvirus y Macluravirus son transmitidos por pulgones, Rymovirus
y Tritimovirus por &caros, Ipomovirus por mosca blanca y Bymovirus por

Plasmodioforales.
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Tabla 3. Clasificacion de la familia Potyviridae segin segmentacion del genoma y vector en
transmision.

Género Genoma Vector transmisor
Bymovirus Bipartito O. Plasmodiophorida
Potyvirus Monopartito O. Hemiptera (Pulgones)
Macluravirus Monopartito O. Hemiptera (Pulgones)
Rymovirus Monopartito O. Acari (Eri6fidos)
Tritimovirus Monopartito O. Acari (Eriofidos)
Ipomovirus Monopartito O. Hemiptera (Mosca blanca)

La familia Potyviridae se caracteriza por presentar particulas de morfologia
alargada y flexuosa (figura 2A) de aproximadamente 600-900 nm de longitud y 12-15 nm
de didmetro (excepto el género Bymovirus, que tiene particulas con dos longitudes
modales diferentes de acuerdo con sus dos segmentos gendmicos). Otra caracteristica
general de importancia taxonOmica, y también observable microscopicamente, es la
presencia de inclusiones citoplasmaticas cilindricas en las células infectadas (Rubio-
Huertos & Lépez-Abella, 1966, Hollings & Brunt, 1981) también denominadas “pinwheels”
por su aspecto en forma de aspas de molino al ser observadas en secciones
transversales (figura 2B). Estas inclusiones estan inducidas por la infeccién viral y se
corresponden con acumulos de la proteina viral Cl (Edwarson & Christie, 1996). Los
potyvirus también inducen en ocasiones otros tipos de inclusiones bien citoplasmaticas o
nucleares (Riedel et al., 1998) a partir de proteinas no estructurales de origen viral, si

bien no tienen valor taxonémico.

A T B
N
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Figura 2. Fotografias realizadas al microscopio electronico (cortesia del Prof. D. Lopez-Abella).
(A) particulas virales purificadas del virus del grabado del tabaco (TEV) por tincién negativa y (B)
seccion de células de N. benthamiana infectadas por el virus de la Sharka (PPV) mostrando las
inclusiones cilindricas citoplasmaticas en forma de aspas de molino (Barra: 200 nm).
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Todos los miembros de la familia poseen un genoma constituido por una unica
molécula de RNA de polaridad positiva de unos 9-10 Kb de longitud, a excepcién del
género Bymovirus cuyo genoma esta segmentado en dos fragmentos. La particula viral
esta formada por una copia del RNA viral rodeada de aproximadamente 2000 copias de
la proteina de la capsida o CP (Shukla & Ward, 1989). La proteina VPg de origen viral se
encuentra unida covalentemente al extremo 5 del RNA viral (Murphy et al., 1990) y
recientemente también se ha descrito la presencia ocasional de la proteina de origen viral
HC-Pro en uno de los extremos de la particula, al menos en parte de la poblacion viral
purificada (Torrance et al., 2006) desconociéndose las posibles implicaciones biolégicas
de la presencia de esta proteina en la estructura del virus. La molécula de RNA tiene una
cola de poliadeninas en el extremo 3" (Hari et al., 1979). La expresion gendmica del virus
se produce por sintesis de una poliproteina de unos 350 KDa que se autoprocesa
proteoliticamente para dar lugar a los diferentes productos virales (Riechmann et al.,
1992).

[.2.2. ESTRUCTURA Y ORGANIZACION GENOMICA DEL GENERO
POTYVIRUS.

Como ya se ha mencionado, la informacion genética de estos virus viene
contenida en una unica molécula de RNA de polaridad positiva y organizada en una unica
pauta de lectura abierta (ORF) flanqueada en sus extremos por regiones no codificantes.
La traduccién de esta molécula genera una poliproteina de un tamafio aproximado de 350
KDa que se procesa autocataliticamente mediante sus propias proteasas P1, HC-Pro y

Nla (figura 3) para generar los diferentes productos virales (Riechmann et al., 1992).

Las regiones no codificantes estan implicadas en importantes funciones del ciclo
viral tales como la traduccion del RNA, replicacion del virus o encapsidacion. La region 5
no traducible ha sido implicada en la traduccién independiente de CAP del RNA (Gallie et
al., 1995, Gallie, 2001). Recientemente se ha descrito para TEV la presencia de un sitio
de entrada de ribosomas interno (IRES) de 45 nucleétidos que potencia la traduccion
independiente de CAP formando una estructura secundaria en el RNA a modo de
pseudonudo (Zeenko & Gallie, 2005). Ademas, la regién 5 no traducible de potyvirus
también esta implicada en replicacién y estabilidad del RNA viral (Simén-Buela et al.,
1997, Simén-Buela et al., 2000).

10
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Figura 3. Esquema representativo de la organizacion gendmica del género Potyvirus. La
informacién genética esta codificada en una Unica molécula de RNA de polaridad positiva que se
traduce para dar una poliproteina que por autoprocesamiento a cargo de las proteinas de origen
viral P1, HC-Pro y Nla genera todos los productos virales.

La region 3" no codificante estd menos conservada entre los potyvirus en lo que
se refiere a su tamafio, secuencia y estructura secundaria (Lain et al., 1988, Turpen,
1989, Quemada et al., 1990a, Quemada et al., 1990b). Esta regién esta implicada en la
replicacion del virus, interaccionando con la replicasa viral en el inicio de la sintesis de la
cadena de RNA de sentido negativo, y también actla protegiéndola frente a la
degradacién por exonucleasas (Bryan et al.,, 1992, Dolja et al.,, 1992). Ademas esta
region también esta implicada en virulencia conteniendo determinantes de patogenicidad,

como se ha visto en distintos aislados de TVMV (Rodriguez-Cerezo et al., 1991).

1.2.3 EXPRESION GENOMICA Y PROCESAMIENTO DE LA POLI PROTEINA
VIRAL.

La poliproteina generada por traducciéon del RNA de sentido mensajero es
autoprocesada proteoliticamente generando al menos 10 proteinas maduras. Estas
proteinas se han denominado: P1, factor de transmisién o ayudante “helper” (HC-Pro), P3,
6K1, proteina de las inclusiones cilindricas (Cl), 6K2, proteina “a” de las inclusiones
nucleares (Nla), VPg, proteina “b” de las inclusiones nucleares (NIb) y por dltimo la
proteina de la capsida (CP). En la tabla 4 se muestra un resumen de las funciones
atribuidas a cada uno de los productos proteicos derivados del procesamiento de la

poliproteina viral.
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El procesamiento de la poliproteina se lleva a cabo por tres proteasas de origen
viral: P1, HC-Pro y Nla (figura 3). Las proteinas P1 y HC-Pro se autoprocesan en sus
respectivos extremos carboxilo terminales (Carrington et al., 1989a, Carrington et al.,
1989b, Carrington et al., 1990) mientras que la proteina Nla procesa el resto de la
poliproteina en cis y en trans (Carrington & Dougherty, 1987, Garcia et al., 1989). Esta
proteasa actua sobre los distintos puntos de corte de la poliproteina con distinta eficiencia,
por lo que algunos intermediarios tardan mas tiempo en procesarse que otros. Se ha
apuntado que algunos de estos intermediarios podrian estar implicados en funciones
distintas a las de sus productos maduros (Dougherty & Parks, 1989, Dougherty et al.,
1989).

1.2.4 PROTEINAS IMPLICADAS EN TRANSMISION DE POTYVIRUS POR
PULGONES.

Como ya se ha mencionado anteriormente dos son las proteinas implicadas en

este proceso: La proteina de la capsida CP vy el factor de transmision HC-Pro.

[.2.4.1 Proteina de la capsida CP.

La CP de potyvirus esta implicada en numerosas funciones a lo largo del ciclo viral
(ver figura 4). Entre éstas se encuentra la transmision del virus por sus insectos vectores.
Esta proteina tiene un tamafio aproximado de 30 a 37 KDa. La region central de la
proteina se encuentra muy conservada entre los distintos potyvirus siendo mas variables
los extremos amino y carboxilo terminal. Estos extremos estan expuestos en la superficie
de la proteina siendo susceptibles de degradacion por proteasas (Allison et al., 1985,
Dougherty et al., 1985). Ademas no estan implicados en la encapsidacion del virus
puesto que son prescindibles para que ésta se produzca (Shukla & Ward, 1989,
Voloudakis et al., 2004).

Esta proteina presenta en su region amino terminal un dominio altamente
conservado en aislados transmisibles por pulgén (Harrison & Robinson, 1988). Consta
de tres residuos aspartico-alanina-glicina (DAG) y la alteracibn o eliminacion de
aminoacidos de este dominio determina la pérdida total o parcial de la transmisiblilidad
por pulgones de varios potyvirus (Atreya et al., 1990, Atreya et al., 1991, Gal-On et al.,
1992, Atreya et al., 1995).
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Funciones

Procesamiento proteolitico, serin proteasa (Verchot & Carrington, 1995b),

multiplicacion viral (Verchot & Carrington, 1995a), potenciador de la P1

supresion de PTGS (Kasschau & Carrington, 1998) y supresor per se en
algunos casos (Valli et al., 2006). Posible determinante de huésped (Valli et
al., 2007)

Procesamiento proteolitico como cistein proteasa de tipo papaina

(Carrington et al., 1989a), transmision por pulgones (Kassanis & Govier,

1971a), movimiento célula-célula (Rojas et al., 1997) y a larga distancia HC-Pro
(Cronin et al., 1995), supresor PTGS (Anandalakshmi et al., 1998, Brigneti

et al., 1998, Kasschau & Carrington, 1998) , sinergismo (Pruss et al., 1997),
determinante de huésped (Saenz et al., 2002)

Amplificacién viral (Rodriguez-Cerezo et al.,, 1993), determinante de P3

patogenicidad (Riechmann et al., 1995, Saenz et al., 2000)

Determinante de patogenicidad (Merits et al.,, 2002). Recientemente
descrita como proteina madura in vivo en plantas infectadas con PPV |:| 6K1

(Waltermann & Maiss, 2006)

Replicacion viral, actividad helicasa (Lain et al., 1990, Lain et al., 1991),

movimiento célula-célula (Carrington et al., 1998)

Amplificacién viral (Merits et al., 2002). Anclaje del complejo de replicacion |:| 6K2

a membrana (Schaad et al., 1997a)

Unién covalente al extremo 5 (Oruetxebarria et al., 2001), traduccion del

RNA genomico (Schaad et al., 2000), determinante de huésped (Schaad et
VPg

al.,, 1997b). A menudo se encuentra fusionada a Nla-Pro. Localizada en el

nucleo formando inclusiones nucleares junto a Nib.

Serin proteasa con cisteina en el sitio activo, encargada del procesamiento

proteolitico de la poliproteina viral (Riechmann et al., 1992). Generalmente Nla-Pro

fusionada a VPg por baja eficiencia del procesamiento entre ambas.

RNA polimerasa dependiente de RNA (Hong & Hunt, 1996), forma NIb

inclusiones nucleares

Ensamblaje viral (Voloudakis et al., 2004), transmision por pulgones

(Harrison & Robinson, 1988), movimiento célula-célula y sistémico (Dolja et

CP

al., 1994, Rojas et al., 1997), amplificacion viral (Mahajan et al., 1996) y

determinante de patogenicidad.

Figura 4. Tabla resumen de las funciones asociadas a cada una de las proteinas de potyvirus
producidas por procesamiento de la poliproteina viral durante la infeccion. Las proteinas
implicadas en transmisidon por pulgones se sefialan en gris. Los tamafios de las proteinas
indicados en el esquema son aproximados.
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El dominio DAG, a pesar de su conservacion, no es idéntico en todos los potyvirus
y otros dominios similares también parecen ser funcionales en transmision para distintos
potyvirus, como el dominio DAS en el virus del mosaico del guisante transmitido por
semilla (PSbMV) (Johansen et al., 1996) o el dominio DAA en el virus del moteado del
cacahuete (PeMV) (Flasinski & Cassidy, 1998). Sorprendentemente, mutaciones en el
dominio DAG del potyvirus del moteado de las venas del tabaco (TVMV) para generar
estos dominios DAA o DAS produjeron variantes no transmisibles (Lépez-Moya et al.,
1999). En este mismo trabajo también se observa que mutaciones en residuos préximos
al dominio DAG del virus del grabado del tabaco (TEV) tienen un efecto en la transmision
del virus como ya se habia observado en algunas posiciones préximas al dominio DAG
en TVMV (Atreya et al., 1991, Atreya et al., 1995).

Corroborando estos datos existe también informacion sobre aislados naturales no
transmisibles del virus de la Sharka (PPV) que poseen una delecion de 15 aminoacidos
en el extremo amino terminal de la proteina CP afectando a la glicina del dominio DAG
gque pasa a ser DAL. Esta delecion podria ser la responsable de la pérdida de
transmisibilidad de la variante NAT (Maiss et al., 1989) y del aislado denominado 3.3
(Lépez-Moya et al., 1995).

Todos estos resultados parecen indicar que el contexto en el que se encuentra el
dominio DAG, y posiblemente la topologia de la region, estén implicados en la funcion de
transmision. Sin embargo no existen datos de estructura tridimensional del extremo
amino terminal de la proteina CP de potyvirus que permitan comprobar si esta hipotesis

es acertada.

La proteina CP interacciona con la proteina HC-Pro también implicada en el
proceso de transmision. En esta interaccidn participa la region amino terminal de la CP y
el dominio denominado PTK (ver apartado siguiente) de la proteina HC-Pro (Wang et al.,
1996, Peng et al., 1998) La pérdida de esta interaccién en variantes mutadas de la CP
con alteraciones en el dominio DAG correlaciona con la pérdida de transmision del virus
(Blanc et al., 1997).

[.2.4.2 Factor ayudante HC-Pro.

La otra proteina de origen viral implicada en el proceso de transmision es la

proteina HC-Pro. Esta proteina es necesaria para que se produzca la transmisioén por

14



Introduccién

pulgones de potyvirus regulando la especificidad entre virus y pulgones (Wang & Pirone,
1996b, Dombrovsky et al., 2005). La implicacion en transmision de una proteina
ayudante diferente de las particulas virales fue constatada por primera vez en 1971 por
Kassanis y Govier (Kassanis & Govier, 1971b) en experimentos con el potyvirus C de la
patata (hoy en dia considerado un aislado de PVY) y el potexvirus del mosaico aucuba de
la patata (PAMV). Estos dos virus sélo eran transmitidos a partir de infecciones mixtas
con el potyvirus Y de la patata (PVY). Para que se diera la transmisién a partir de plantas
infectadas Unicamente con estos virus, era necesaria una alimentacion previa de los
pulgones en plantas infectadas con PVY. Posteriormente estos mismos autores pudieron
demostrar que el factor necesario procedente de las plantas infectadas con PVY no era el
propio virus PVY, puesto que la transmision también se producia si la primera adquisicién
se hacia sobre tejido infectado con PVY e irradiado con luz ultravioleta para inactivar las
particulas virales (Kassanis & Govier, 1971a). La prueba definitiva acerca de la
naturaleza proteica y el origen viral de este “factor ayudante” (hoy dia denominado HC-
Pro) de la transmision de PVC y PAMV llegd posteriormente en una serie de trabajos
donde se lograba aislar y caracterizar el componente capaz de ayudar a la transmision
(Govier & Kassanis, 1974a, Govier & Kassanis, 1974b, Govier et al., 1977), hasta su

purificacion a homogeneidad (Thornbury & Pirone, 1983).

La forma monomérica de HC-Pro tiene un tamafio aproximado de 53 a 58 KDa.
Sin embargo, la forma activa en transmision tiene un peso molecular aparente muy
superior, lo que sirve de base a la hipotesis de que la forma activa en transmision es al
menos un dimero (Thornbury et al., 1985, Wang & Pirone, 1999). Trabajos posteriores
mediante el sistema de dos hibridos de levaduras confirman la capacidad de la proteina
HC-Pro de varios potyvirus de interaccionar consigo misma, y por tanto de formar al
menos dimeros (Guo et al., 1999, Urcuqui-Inchima et al., 1999a, Urcuqui-Inchima et al.,
1999b, Guo et al.,, 2001, Kang et al.,, 2004,). Recientemente trabajos de biologia
estructural también confirman esta hipétesis (Plisson et al., 2003, Ruiz-Ferrer et al., 2005),
si bien aun se desconoce si la forma activa en transmisién son dimeros u oligémeros de

mayor tamario.

Esta proteina es multifuncional, estando implicada en numerosas etapas del ciclo
viral (figura 4) ademas de en la transmision del virus. Entre las funciones que se han
encontrado para HC-Pro cabe destacar su papel como supresor del PTGS. La proteina
HC-Pro actua suprimiendo el fenébmeno de silenciamiento desencadenado por la planta
para protegerse del virus. Su actividad en supresion estia asociada a su capacidad de

secuestrar moléculas de RNA de doble cadena y pequefio tamafio, que son precursoras
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de las que guian el proceso de degradacién de los RNAs de secuencia homologa, una
caracteristica comun a diversos supresores virales (Lakatos et al., 2006, Merai et al.,
2006).

A pesar de que no se conoce la estructura en detalle de la proteina HC-Pro, si que
hay numerosos estudios que han determinado los dominios y residuos implicados en las
diversas funciones propuestas (Oh & Carrington, 1989, Kasschau et al., 1997, Gonzélez-
Jara et al., 2005). Puesto que este trabajo se centra en la funcion de transmisién de esta

proteina, se describirdn Unicamente en detalle los dominios implicados en dicha funcion.

Los primeros trabajos realizados en este sentido fueron posibles gracias al
conocimiento de la secuencia de diversos aislados de potyvirus transmisibles y no
transmisibles, lo que permitié identificar dominios y residuos conservados, presuntamente
implicados en la funcion de transmision. Posteriormente, la disponibilidad de clones
completos infecciosos de virus permitio llevar a cabo analisis mutacionales en los que se
pudieron delimitar dominios conservados y residuos implicados en el proceso (Thornbury
et al., 1990, Lecoq et al., 1991, Canto et al., 1995, Legavre et al., 1996, Llave et al., 1999).

La regién amino terminal de la proteina HC-Pro de potyvirus presenta un dominio
altamente conservado, el dominio KITC (Lys-lle-Thr-Cys). Trabajos de intercambio de
fragmentos gendmicos y mutagénesis dirigida permitieron demostrar que este dominio
esta implicado en la transmision, y que cambios en el primer residuo del dominio (lisina)
cargado positivamente provocan la pérdida de transmision del virus (Atreya et al., 1992,
Atreya & Pirone, 1993, Huet et al., 1994, Blanc et al., 1998). La porciéon amino terminal
de HC-Pro posee una region rica en cisteinas justo antes del dominio KITC. Mutaciones
en estas cisteinas conservadas también provocan la pérdida de transmisibilidad del
potyvirus TEV (Llave et al., 2002).

Otro de los dominios conservados entre potyvirus que también ha sido implicado
en la transmisién se localiza al final de la porcién central de la proteina HC-Pro y esta
constituido por el tripéptido PTK (Pro-Thr-Lys). La comparacién de secuencias entre
aislados transmisibles y no transmisibles, confirmada después mediante mutagénesis
dirigida, ha permitido implicar este dominio en transmision. El cambio aminoacidico
treonina por alanina se observa en aislados no transmisibles del virus de mosaico
amarillo del calabacin (ZYMV) (Granier et al., 1993) y cuando se introduce este cambio

en una variante transmisible se produce una drastica reduccién en la tasa de transmision
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de este potyvirus (Huet et al., 1994) Otros cambios en la primera posicién del domino
también anulan la transmision de ZYMV (Peng et al., 1998).

1.2.5 MECANISMO DE TRANSMISION DE POTYVIRUS POR PUL GONES:
HIPOTESIS DEL PUENTE.

Se han propuesto varias hipotesis que explican el proceso mediante el cual los
potyvirus son transmitidos por pulgones (revisado en Raccah et al., 2001) siendo la
hipdtesis conocida como “puente” la més aceptada actualmente teniendo en cuenta las
evidencias experimentales aportadas. Esta hipotesis fue ya postulada en 1971 por
Govier y Kassanis (Govier & Kassanis, 1974a), y plantea una interaccién especifica de la
proteina HC-Pro con el aparato bucal del pulgén y la particula viral, actuando a modo de

puente entre ambas estructuras (figura 5).

1
HC-Pro CP
Canal Canal
Alimenticio Salival
PTK
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KITC DAG
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pulgon N-ter N-ter
\ KITC DAG
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PTK
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Figura 5. Representacion esquematica del posible modelo de interaccion de la proteina HC-Pro
con el estilete del pulgdén y la particula viral a través de su CP (en amarillo). La molécula HC-Pro
ha sido dibujada como dimero (en naranja). A) Localizacién de la interaccién en el extremo distal
del estilete del insecto (en verde). Hay que destacar que se desconoce el nimero de receptores y
moléculas HC-Pro implicadas en la interaccion (podrian ser varios receptores y varias moléculas
HC-Pro estabilizando una Unica particula viral). Asimismo se desconoce la conformacién que
adopta la particula de HC-Pro en la interaccion, y no existen datos acerca de la naturaleza del sitio
de unién en el insecto. B) Modelo detallado mostrando los dominios de las proteinas HC-Pro y CP
implicados en la interaccion segun evidencias experimentales; se presentan dos posibles
orientaciones de los oligdmeros de HC-Pro en la interaccion (1 y 2).
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Las evidencias que apoyan esta hipotesis son varias: Las particulas virales
purificadas de diversos potyvirus marcadas radiactivamente sélo se acumulan en el
extremo distal del estilete del pulgdon en presencia de proteina HC-Pro (Berger & Pirone,
1986, Wang et al.,, 1996). Tanto HC-Pro como las particulas virales colocalizan por
inmunomicroscropia electronica en la epicuticula del canal alimenticio de pulgones
(Ammar et al., 1994). Por ultimo, diversos estudios realizados con clones completos no
transmisibles que presentan mutaciones en los dominios implicados en el proceso de
transmision tanto en la proteina HC-Pro como en la proteina CP detectan la pérdida de
retencion en el estilete del pulgon (Wang et al.,, 1996). La falta de interaccion entre la
particula viral y la proteina HC-Pro correlaciona con la pérdida de transmisibilidad (Blanc
et al., 1997, Blanc et al., 1998, Peng et al., 1998, Lépez-Moya et al., 1999) sugiriendo que

estas interacciones son esenciales para el proceso de transmision.

Se desconoce la estructura tridimensional detallada de la proteina HC-Pro y
tampoco se conoce el mecanismo de unién de la proteina HC-Pro en la epicuticula del
pulgbn. Aun asi se han propuesto dos modelos alternativos ambos compatibles con la
hipotesis “puente” (Raccah et al., 2001). Ambos modelos (figura 5B) presuponen que la
forma activa de la proteina es un dimero, si bien no hay pruebas experimentales que
excluyan la posibilidad de que agregados de mayor tamafio estén implicados en la
interaccion. En un primer caso el dimero de HC-Pro se uniria por un dominio de un
monomero al estilete del pulgén, mientras que el otro mondémero interaccionaria con la
particula viral (figura 5B1). En un segundo caso, ambos mondmeros estarian
interaccionando con sus dominios correspondientes tanto con la particula viral como con

el estilete del pulgon (figura 5B2).

1.3 POTYVIRUS EMPLEADOS EN EL ESTUDIO.

Este trabajo ha sido realizado empleando dos potyvirus distintos: el virus de la
Sharka PPV y el virus del grabado del tabaco TEV.

[.3.1 EL VIRUS DE LA SHARKA.

El virus de la sharka o virus de la viruela del ciruelo afecta a una gran variedad de
especies del género Prunus, produciendo importantes pérdidas agronémicas (Cambra et
al., 2006). Su acrénimo (PPV del inglés Plum pox virus) hace referencia a la importante
sintomatologia que se aprecia en ciruelo, donde afecta tanto en hojas como en fruto,

produciendo lesiones en forma de anillos cloréticos muy llamativos y que puede llegar a
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provocar la caida prematura del fruto (LI&cer & Cambra, 2006). Esta enfermedad fue
descrita por primera vez en Bulgaria en 1917 y actualmente se encuentra distribuida por
toda Europa y el Norte de Africa, habiendo sido detectada mas recientemente en
Argentina, Chile, Canad4 y Estados Unidos. Existe una serie de articulos publicados en la
revista EPPO Bulletin que resumen el estado en cada uno de los paises afectados por
este virus (EPPO Bulletin , Vol 36, volumen 2, paginas: 201-414). En Esparfia esta
enfermedad se detectd por primera vez en 1984 en cultivos de ciruelo japonés de Sevilla,

Murcia y Valencia (Llacer et al., 1985) estando hoy en dia ampliamente distribuida.

La deteccion del virus en campo se dificulta debido a que durante el invierno los
sintomas de PPV se atendan. Ademas los arboles infectados suelen permanecer
asintomaticos varios afios tras su infeccion. El virus infecta también un gran niamero de
plantas herbaceas que pueden actuar como reservorio de virus. Todos estos hechos,
junto con la dispersion de la enfermedad por pulgones y por propagacion vegetativa,
hacen que el control de la enfermedad sea dificil, y que las pérdidas econdémicas

provocadas por este patégeno sean muy elevadas (Cambra et al., 2006).

Por este motivo, son muchos los esfuerzos realizados para avanzar en el
conocimiento de la patologia, deteccion precoz del patégeno y medidas de control de la
virosis causada por PPV. Para ello se vienen realizando desde hace tiempo programas
de mejora genética tradicional para producir variedades resistentes al virus (Rankovic et
al., 1994, Rankovic & Ogasanovic, 2000, Moustafa et al., 2001, Badenes & Llacer, 2006).
También se ha ensayado con éxito la resistencia transgénica en frutales (Ravelonandro
et al.,, 1998, Ravelonandro et al., 2000, Scorza & Ravelonandro, 2006). A pesar de los
prometedores resultados, la enfermedad sigue siendo un problema fitopatologico de
primera magnitud en gran parte del mundo, y las dificultades para implementar
programas de erradicacion y de sustitucion de variedades, junto a la mala aceptacion
social de las estrategias basadas en resistencia transgénica, hacen presagiar que la
enfermedad de la Sharka continuar4 siendo una de las principales virosis por su

importancia econdmica durante bastante tiempo.

Respecto a la dispersién de tanto este como de otros potyvirus por pulgones, no
existen medidas de control eficaces, fuera de los tratamientos con insecticidas para
controlar las poblaciones de insectos vectores. A pesar de ser éste el principal medio de
dispersién del virus a nivel local, apenas se dispone de otras medidas de control, y dada
la duracion plurianual de las plantas huéspedes en cultivo, los tratamientos insecticidas

preventivos Unicamente podrian retardar la llegada de la enfermedad.
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Actualmente el virus estd molecularmente bastante bien caracterizado (Lépez-
Moya et al., 2000) y existen clones completos infecciosos que permiten avanzar en su
conocimiento, por lo que la busqueda de medios de control de la enfermedad puede
basarse en una experimentacion avanzada sobre el patégeno que la causa (LOpez-Moya
& Garcia, 2000).

1.3.2 VIRUS DEL GRABADO DEL TABACO.

El virus del grabado del tabaco o TEV es otro representante del género potyvirus.
Afecta entre otros a cultivos de tabaco, pimiento y tomate, estando presente
principalmente en cultivos de Asia Central y América. La importancia econémica de este
virus puede decirse que es muy inferior a la de PPV, y los numerosos trabajos publicados
acerca del mismo se deben a que este virus ha sido ampliamente utilizado como modelo
para el estudio de los potyvirus. Se dispone de un clon completo infeccioso del virus
desde hace mas de 15 afios (Dolja et al., 1992), y este hecho junto con la posibilidad de
purificar la proteina HC-Pro a partir de plantas infectadas con un clon infeccioso que porta
una cola de histidinas para permitir la purificaciéon por cromatografia de afinidad de la
proteina a altas concentraciones y con muy buenos niveles de pureza (Blanc et al., 1999)
hacen de él un modelo idoneo para el estudio de la transmision de potyvirus. (Llave et al.,
2002, Ruiz-Ferrer et al., 2004, Ruiz-Ferrer et al., 2005).

1.4 LIMITACIONES EN EL ESTUDIO DE LA PROTEINA HC-Pr o EN
TRANSMISION.

La proteina HC-Pro fue inicialmente descrita como el factor necesario para la
transmisién de potyvirus (Govier et al., 1977). Sin embargo, como ya he mencionado en
el capitulo 1.2.4.2, la proteina HC-Pro es una proteina multifuncional implicada en otras
muchas etapas del ciclo de infeccion viral (Carrington et al., 1989a, Cronin et al., 1995,
Rojas et al., 1997, Anandalakshmi et al., 1998, Kasschau & Carrington, 1998, Saenz et al.,
2002).

Este hecho ha supuesto un problema para el estudio de la funcién de transmision
del virus, ya que se precisaba aislar la actividad en transmision de la proteina del resto de
funciones para poder estudiar el proceso en profundidad. Por ejemplo, gracias a la

disponibilidad de clones completos infecciosos de potyvirus, se han podido realizar
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estudios de mutagénesis dirigida sobre distintos sitios en la region codificante de la
proteina HC-Pro, permitiendo delimitar dominios implicados en el proceso de transmision
del virus. No obstante, la implicacién de la proteina HC-Pro en otros procesos de la
infeccion viral ha limitado este tipo de estudios, puesto que a menudo las variantes
obtenidas por mutagénesis no son infecciosas o bien sus niveles de acumulaciéon no son
comparables a los de clones no modificados, lo que impide un andlisis fiable de su
comportamiento en transmisién (Atreya & Pirone, 1993, Guo et al., 1998, Stenger et al.,
2006). Ademas, este tipo de aproximaciones esta limitado Unicamente a aquellos virus

para los que existe clon completo infeccioso susceptible de manipulacién molecular.

Sorprendentemente, en los Ultimos afios han surgido casos de virus de la familia
Potyviridae en los que la region codificante de la proteina HC-Pro es inexistente o no es
necesaria para que se produzca la infeccion sistémica por parte del virus. En el caso del
tritimovirus del mosaico estriado del trigo (WSMV), la region codificante de la proteina
HC-Pro es prescindible, ya que variantes delecionadas del clon completo que carecen de
este cistron siguen siendo infectivas, aunque pierden su transmisibilidad por &acaros
(Stenger et al.,, 2005). Por otra parte, los datos de secuencia disponibles sobre el
genoma del ipomovirus del amarilleo de las venas pepino (CVYV) muestran que para
este virus no existe una region correspondiente a HC-Pro (Janssen et al., 2005). En el
caso de CVYV un reciente trabajo publicado por Valli y colaboradores (Valli et al., 2006)
muestra que la proteina supresora del silenciamiento de este virus es una de las dos
proteinas tipo P1 que este virus presenta. La secuencia para P1 en este virus es mas
larga que sus homodlogas de otros potyvirus e incluye una duplicacién, con la segunda
copia actuando como supresor del PTGS. Este hecho explicaria en parte la ausencia de
region codificante HC-Pro porque una de sus funciones mas importantes, la supresion del
PTGS estaria cubierta al menos por la proteina P1. En el caso de WSMV, para el que se
dispone de un clon infeccioso en el que la region codificante de la proteina HC-Pro es
prescindible, recientemente ha sido publicado un trabajo en el que describen mutaciones
puntuales en la region codificante de la proteina HC-Pro que provocan pérdida de
infectividad (Stenger et al., 2006). Este resultado podria indicar una interferencia de la
proteina mutante sobre el ciclo de infeccidn viral. Ademas, todos estos datos ponen de
manifiesto una plasticidad en la region del genoma que incluye HC-Pro, y que daria lugar
a una importante diversificacion de funciones dentro de la familia Potyviridae. Se ignora

si dentro del género Potyvirus hay casos que se alejen de las funciones ya conocidas.
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1.4.1 Sistemas heterélogos de expresion de la prote  ina HC-Pro.

Dada la carencia de clones completos infecciosos de numerosos potyvirus, junto
con la problemética descrita para el estudio de la funcion en transmision de la proteina
HC-Pro empleando los clones completos infecciosos existentes, se han ensayado
diversos sistemas de expresion de la proteina fuera del contexto de la infeccidn viral que
pudieran facilitar el estudio de la transmision de potyvirus. Un primer trabajo en esta
linea se publicé con plantas transgénicas que expresaban constitutivamente la proteina
HC-Pro de TVMV (Berger et al., 1989). Sin embargo los niveles de proteina producidos
con este sistema eran muy inferiores a los presentes en una infeccién viral, y sélo
mediante extractos concentrados se pudo probar la actividad de la proteina en
transmisién. Posteriores intentos de transgenesis con moléculas HC-Pro del potyvirus
PPV tampoco han producido plantas con niveles de expresion de la proteina similares a

los producidos en una infeccion viral (Barajas et al., 2004).

Asimismo se ensayd la expresion de HC-Pro de TVMV en células de insecto
mediante un sistema basado en baculovirus. Sin embargo, la proteina producida en este
sistema carece de actividad en transmision (Thornbury et al., 1993). Posteriormente,
trabajos de nuestro grupo han demostrado la actividad en transmision de la proteina HC-
Pro de TEV producida en la levadura metilotréfica Pichia pastoris (Ruiz-Ferrer et al.,
2004). Sin embargo los niveles de actividad en transmision resultaron inferiores a los

producidos por proteina purificada a partir de plantas infectadas con el mismo potyvirus.

También se han empleado vectores virales basados en el potexvirus X de la
patata (PVX) para expresar la proteina HC-Pro del potyvirus PVY fuera del contexto de su
infeccion (Sasaya et al., 2000). Este sistema produce proteina activa en transmision,
pero sin embargo tiene dos inconvenientes principales: la frecuente pérdida del inserto
que se estd expresando tras sucesivos ciclos de replicacion viral, como se ha visto
también en otros casos (Barajas et al., 2006), y la aparicion de sinergismo en la infeccién
con estos vectores virales como consecuencia de la expresion de un supresor de
silenciamiento fuerte como es la proteina HC-Pro. Como consecuencia se produce la
exacerbacion de sintomas e incluso muerte de la planta infectada con dicho vector

(Gonzélez-Jara et al., 2004).

A dia de hoy, el sistema més eficaz de produccion de proteina HC-Pro activa en

transmision de potyvirus es la utilizacion de clones completos infecciosos, de manera que
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el producto se genera durante la infeccion viral. En el caso de TEV, gracias a la adicion
de una cola de 6 histidinas en el extremo amino terminal de la proteina, se permite su
purificacién por cromatografia de afinidad (Blanc et al., 1999). La misma estrategia se ha
aplicado a otros potyvirus como LMV (Plisson et al., 2003). Este sistema de expresion
produce grandes cantidades de proteina HC-Pro altamente purificada, permitiendo la
realizacion de estudios estructurales sobre la misma (Plisson et al., 2003, Ruiz-Ferrer et
al., 2005). Asimismo el HC-Pro de ZYMV y el de TuMV se pudieron purificar a partir de
plantas infectadas con aislados naturales de estos virus empleando la misma técnica sin
necesidad de incorporar la cola de histidinas (Kadouri et al., 1998, Wang & Pirone, 1999).
No obstante, esta metodologia no ha resultado eficaz en intentos de purificacion de HC-
Pro de otros potyvirus tales como PVY o TVMV (Kadouri et al., 1998). En el caso de PPV,
virus de especial interés en nuestro laboratorio, la proteina HC-Pro ha sido purificada
gracias a la fusién de una cola de 6 histidinas, si bien la proteina obtenida no fue activa

en transmisién (Martinez-Garcia, 2000).

Recientemente, y como consecuencia del interés que el descubrimiento de la
actividad supresora del PTGS de muchas proteinas de origen viral ha suscitado, se han
producido nuevas herramientas para el estudio de esta funcibn. Una de estas
herramientas es la expresion transitoria de proteinas basada en Agrobacterium
tumefaciens (Voinnet et al., 1999, Johansen & Carrington, 2001), llegando a constituir un
ensayo tipico para la identificacion de nuevos supresores de origen viral (revisado por
Voinnet, 2001). Diversas proteinas HC-Pro de potyvirus han sido estudiadas de esta
manera. Esta aproximacion permitiria la produccion de proteina HC-Pro fuera del
contexto de la infeccion viral. Sin embargo, hasta la realizacion de este trabajo esta

tecnologia no se habia aplicado en estudios de transmision por pulgones.

.5 MECANISMOS DE CONTROL DE TRANSMISION DE
POTYVIRUS.

La transmision por pulgones es el principal mecanismo de dispersion de potyvirus
en la naturaleza (Brunt et al., 1996, Hull, 2002). Los potyvirus son transmitidos en la
naturaleza de modo no persistente (capitulo 1.2) y este hecho dificulta el control de las

enfermedades en cultivos.
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El principal medio de control empleado actualmente para limitar la dispersion de
estas virosis es el tratamiento con pesticidas que permite controlar las poblaciones
naturales de los insectos vectores. Sin embargo, ademéas de las graves implicaciones
medioambientales, este sistema no es suficientemente eficiente en el control de las
virosis transmitidas de modo no persistente, puesto que al ser un mecanismo altamente
eficaz y que actta de forma muy répida, poblaciones pequefias de vectores son capaces
de dispersar la enfermedad sin necesidad de colonizar las plantas que infectan (Perring
et al., 1999). Los pesticidas podrian incluso tener un efecto contrario al deseado, puesto
que fomentan una mayor actividad y movilidad de los pulgones que podria favorecer la
transmision de virosis (Budnik et al., 1996). Ademdas, como consecuencia del uso
extensivo de pesticidas, estan apareciendo resistencias en insecto que podrian reducir

aun mas la eficacia de estas estrategias (Perring et al., 1999).

Otra serie de medidas se aplican para el control tanto de las virosis como de sus
vectores en el campo. La combinacion de todas estas estrategias converge en lo que se
ha dado en llamar control integrado. Estas medidas incluyen por ejemplo el uso de
aceites minerales que inhiben el comportamiento alimenticio del pulgdén (Wang & Pirone,
1996a , Powell et al., 1998), el uso de “plantas barrera” alrededor de las parcelas
cultivadas que al ser mas atractivas para los pulgones permiten reducir la poblacion de
insectos que acceden al cultivo (Hooks & Fereres, 2006) o medidas de control biol6gico
utilizando insectos depredadores o algunos parasitoides que puedan reducir la poblacion
de pulgones, entre otras. Nuevamente, la eficacia de estas estrategias es mas reducida

en el caso de virus de transmision no persistente.

En la proteccion de los cultivos frente a potyvirus también se ha utilizado la
“proteccién cruzada” (Fuchs et al., 1997). Este sistema consiste en la inoculacion de
aislados debilitados del virus cuya infeccidén cursa asintomatica, por o que no disminuye
la productividad del cultivo. Esta infeccidon previene posteriores infecciones con otros
aislados mas virulentos del mismo virus. Sin embargo, la posibilidad de que los virus
atenuados recuperen su agresividad por mutacion hace que esta estrategia sea

considerada arriesgada, y su aplicacion sigue siendo limitada.

El mecanismo mas eficaz actualmente para proteger los cultivos frente a virosis
es la resistencia genética (revisado en Kang et al., 2005 y en Soosaar et al., 2005). La
resistencia genética puede obtenerse tanto por mejora genética como por transgénesis,
aunque en ambos casos es dificil predecir eficacia, seguridad y durabilidad de la misma

en campo (Lecoqg et al.,, 2004, Thresh, 2006). Este sistema puede emplearse para
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proteger frente al patégeno viral, pero también frente a su insecto vector. Esta ultima
resistencia contra al vector tiene un doble valor, ya que previene frente al dafio causado
por el insecto plaga en el cultivo, y también frente a la infeccion con los distintos virus que
este insecto pudiera transmitir.  Desgraciadamente, el numero de ejemplos de
resistencias disponibles frente a vectores es muy limitado. Se pueden citar el gen Mi de
tomate que controla la resistencia a nematodos y pulgones (Rossi et al., 1998, Vos et al.,
1998), comprobandose también su accién frente a mosca blanca (Nombela et al., 2003).
El gen AKR de Medicago truncatula también controla la resistencia frente a pulgones
(Klingler et al., 2005). Un caso muy interesante es el del gen Vat que regula
concretamente la transmision de virus en melén (Lecoq et al., 1979, Lecoq et al., 1980,
Klingler et al., 2001). A pesar del gran interés que tienen estos ejemplos, no se conoce en
profundidad su mecanismo de accion, y ademas las fuentes de resistencia son muy

limitadas por el momento, por lo que seran dificilmente trasladables a otros cultivos.

En resumen, las estrategias disponibles son claramente insuficientes para
conseguir un control adecuado de los dafios causados por numerosas virosis en cultivos.
Este hecho justifica que se continde investigando la transmision de virus como uno de los

puntos claves en el desarrollo de futuras estrategias de control de virus.
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Los potyvirus constituyen uno de los grupos de virus fitopatbgenos con mayor
relevancia econdmica en el sector agricola al provocar importantes pérdidas en los
cultivos a los que afectan. Estas virosis se transmiten en el campo principalmente
mediante insectos vectores. Existe una falta de medidas eficaces para el control de
potyvirus, y en concreto su diseminacion por insectos es una de las caracteristicas que

dificultan la lucha contra las enfermedades que causan.

En los dltimos afios se ha avanzado bastante en el conocimiento de los
mecanismos moleculares que operan en el proceso de la transmision por potyvirus. Las
proteinas de origen viral implicadas en este proceso son la proteina de la cipsida CP y el
factor ayudante HC-Pro, siendo la hipotesis de puente la més aceptada para explicar el
mecanismo de transmision. Segun esta hipotesis la proteina HC-Pro, posiblemente en
forma homomultimérica, actuaria a modo de puente interaccionando con la proteina CP
que conforma la particula viral y con algun tipo de estructura en el aparato bucal del
pulgbn donde se retendrian reversiblemente los viriones durante el proceso de

adquisicion, liberdndose posteriormente en una inoculacion en otra planta.

Uno de los potyvirus modelo para el estudio de la transmisién por pulgones es el
virus del grabado del tabaco (TEV). En el laboratorio se disponia de una coleccion de
mutantes no transmisibles por pulgén de este virus, que portan modificaciones puntuales
en la secuencia aminoacidida de la regiébn amino terminal del factor HC-Pro. Con el fin
de profundizar en el conocimiento de las interacciones implicadas en el proceso de
transmision, en esta tesis se ha planteado analizar la capacidad de interaccién de las
diferentes proteinas HC-Pro mutagenizadas entre si y con la CP del virus por diversas
aproximaciones, constituyendo un primer objetivo la busqueda de motivos que explicaran

la pérdida de transmisibilidad de los mutantes de HC-Pro.

La proteina HC-Pro es una proteina multifuncional que no estd implicada
Unicamente en transmision por pulgones sino que participa también en otros procesos del
ciclo viral tan importantes como el movimiento célula a célula o la supresién de los
mecanismos de defensa de la planta huésped. Por este motivo, es frecuente que los
estudios basados en mutagénesis sobre clones completos infecciosos de virus para el
analisis de funciones de las diferentes proteinas, se hayan visto limitados en el caso del
estudio de HC-Pro a la produccion de variantes que retuvieran la infectividad viral. Asi
pues, un segundo objetivo de esta tesis ha sido desarrollar una metodologia que permita

la expresion de proteina HC-Pro de potyvirus fuera del contexto de la infeccion viral y que
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facilite el andlisis mutacional. La metodologia escogida ha sido la expresion transitoria
mediada por Agrobacterium tumefaciens. Se ha analizado la expresion transitoria de
proteina HC-Pro en diferentes huéspedes y la actividad en transmision de la proteina asi
expresada mediante varias aproximaciones. Para el desarrollo de este objetivo se ha

utilizado el virus de la Sharka PPV.

También, tras analizar la actividad en transmisién de la proteina no modificada, se
han expresado variantes de HC-Pro no funcionales en transmisién con las que se han
realizado diversos ensayos de interferencia del proceso de transmisién de virus. El
objetivo en este caso ha sido buscar las bases de posibles estrategias futuras para el

control de la diseminacion de estos virus en campo.
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1.1 MATERIAL BIOLOGICO.

[11.1.1 PLANTAS.

El potyvirus PPV fue inoculado en plantas de la especie Nicotiana benthamiana que
es un huésped sistémico para este virus. El potyvirus TEV fue inoculado en plantas de la
especie N. tabacum. Los ensayos de transmision se llevaron a cabo utilizando plantulas de
4 hojas verdaderas de N. benthamiana. En los ensayos de expresion transitoria se empled
esta misma especie, asi como la especie N. tabacum cv Xanthi nc. que no es un huésped

sistémico para el potyvirus PPV.

[11.1.2 PULGONES.

Para los ensayos de transmision se empled la especie de pulgbn Myzus persicae
(Sulzer). El clon disponible en nuestro laboratorio procede de un pulgon hembra aptero
cedido por el Prof. A. Fereres (ICA, CSIC, Madrid), con el objeto de crear un nuevo clon que
fue mantenido en una camara de cria MLR-350 (SANYO), sobre plantas de tabaco (N.
tabacum var Xanthi nc), a una temperatura de 20-22 °C y un fotoperiodo de 16:8 horas

(luz:oscuridad).

[11.1.3 BACTERIAS.

Para la multiplicacion y purificacion de los plasmidos descritos en este trabajo se ha
utilizado la cepa de Escherichia coli DH10B (Sambrook & Russel, 2001). En los ensayos de
agroinfiltracion se ha utilizado la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV2260 o

alternativamente la denominada LBA4404.

[11.1.4 LEVADURAS.

En los ensayos de doble hibrido se empled la cepa de Saccharomyces cerevisiae
AH109 (Clontech Takara Bio). Esta cepa tiene los genes delatores HIS3, ADE2 y lacZ.
Estos genes delatores estdn bajo el control de promotores independientes GAL1, GAL2 y

MEL1 que son inducibles por el activador transcripcional GAL4.
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1.2 MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS.

Las cepas DH10B de E. coli y GV2260 y LBA440 de A. tumefaciens se cultivaron a
37°C y 28°C respectivamente en medio LB (bacto-triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l
y NaCl 10g/l) al que se afiadian 20 g/l de agar en cultivos en medio solido. Las cepas
originales y transformadas con los diferentes pldsmidos se conservaron a 4°C en placas de
medio sdlido con los antibidticos correspondientes durante periodos cortos de tiempo. Para

largos periodos se conservaron a -80°C en medio LB con glicerol al 20%.

Para el cultivo de levaduras se utilizaron los siguientes medios:

YPDA (Medio completo): Extracto de levadura 10 g/l, bacto-peptona 20 g/I, D-glucosa 20g/I,
adenina hemisulfato 0.1 g/l.

SD-Leu (Medio minimo sin leucina): D-glucosa 20 g/l, base nitrogenada sin aminoacidos de
Difco 6.7 g/l y suplemento aminoacidico sin leucina de Clontech 0.69 g/I.

SD-Trp (Medio minimo sin triptéfano): D-glucosa 20 g/l, base nitrogenada sin aminoacidos
de Difco 6.7 g/l y suplemento aminoacidico sin triptéfano de Clontech 0.74 g/l.

SD —-Leu-Trp (Medio minimo sin leucina ni triptéfano): D-glucosa 20 g/l, base nitrogenada
sin aminoacidos de Difco 6.7 g/l y suplemento aminoacidico sin leucina ni triptéfano de
Clontech 0.64 g/l.

SD -WAHL (Medio minimo sin leucina, triptéfano, adenina e histidina): D-glucosa 20 g/l,
base nitrogenada sin aminoacidos de Difco 6.7 g/l y suplemento aminoacidico sin leucina ni

triptéfano de Clontech 0.60 g/l.

Los medios sélidos de cultivo se prepararon complementando los medios
anteriormente citados con 20 g/l de agar. Las levaduras fueron cultivadas a 30°C. Para su
conservacion durante periodos cortos se mantuvieron en placas con el medio adecuado

(segun estuvieran o no transformadas con los distintos plasmidos) a 4°C.

1.3 MANIPULACION DE MICROORGANISMOS.

111.3.1 INOCULACION DE PLANTAS CON VIRUS .

La infeccion se transmiti6 de plantas infectadas a nuevas plantas extendiendo
manualmente el indculo en dos hojas de cada planta de ensayo previamente espolvoreadas

con carborundo o, alternativamente, celite. EIl extracto para inocular se prepar6 triturando
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hojas infectadas en un mortero con tampon de inoculacion (tampon fosfato sédico 20mM pH
7.5) empleando 2 ml de tampdn por gramo de hoja. Cuando se emple6 como in6culo DNA
plasmidico se aplicaron 10 ug de DNA (5 ug por hoja) en una concentracion de 0.1 mg/ml en

tampdn de inoculacion.

En las inoculaciones de virus TEV se realiz6 una transcripcién previa de los
plasmidos. Para ello 5 ug de DNA plasmidico fueron digeridos con la enzima de restriccidon
Bglll y posteriormente purificados utilizando el kit PCR-Prep de Qiagen. Posteriormente se
realizé la transcripcion a partir del DNA linealizado utilizando el kit de transcripcion SP6

MMESSAGE (Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante.

111.3.2 TRANSFORMACION DE E. coli.

Para la transformacién con plasmidos completos o con fragmentos de DNA ligados in
vitro, se utilizaron células competentes de la cepa de E. coli DH10B preparadas para
electroporacion.  Alternativamente se empleé la misma cepa pero preparada para
transformar por choque térmico por el método de cloruro calcico. Los correspondientes
protocolos corresponden a los descritos por Sambrook y colaboradores (Sambrook & Russel,
2001).

111.3.3 TRANSFORMACION DE A. tumefaciens Y AGROINFILTRACION.

Se prepararon células competentes para transformacion por choque térmico.
Brevemente, se inoculd una colonia aislada de A. tumefaciens en 5 ml de LB con rifampicina
a una concentracién de 25 pg/ml. Este cultivo se incub6 en agitacién a 28°C y 200 rpm
durante 48 horas. Posteriormente se usO este preindculo para inocular 200 ml de LB
rifampicina a la misma concentracion y se incub6 en las mismas condiciones hasta observar
una densidad 6ptica a 600 nm (DOgy) de entre 0.5 y 0.6 unidades. En estos valores el
cultivo se encuentra en crecimiento exponencial. Entonces se centrifugé el cultivo a 2000 x
g durante 5 minutos. Se resuspendié el sedimento en 100 ml de Tris HCI 100mM pH 8.0
frio. Se repitié la centrifugacién en las mismas condiciones resuspendiendo las células en
un volumen final de 2 ml que se alicuoté en fracciones de 200 pl. Estas células ya

competentes se pueden conservar a -80°C por varios meses.

Para la transformacién se empled la técnica de choque térmico. Se mezclé una
alicuota de células competentes con el DNA plasmidico (0.1-10 pg) preparado en un

volumen final de 100 pl. La mezcla se sumergié en un bafio de nitrégeno liquido durante 5
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minutos. Posteriormente el tubo se pasé a un nuevo bafio a 37°C durante 30 minutos.
Pasado este tiempo se afiade 1 ml de LB y se incuba a 28°C en agitacion durante 1 hora.
Se plaqueé la mezcla en fracciones de 300 pl en distintas placas de LB agar con los
antibioticos de seleccion. Para los plasmidos derivados de pCAMBIA se usa kanamicina a
25 pg/ml y rifampicina a la misma concentracion. Las placas se incubaron durante 72 horas
a 28°C. La transformacién de las colonias que crecen en el medio de seleccidn se confirma

por PCR y las colonias positivas se conservan en un stock de glicerol a -80°C.

Para agroinfiltrar se prepara un cultivo fresco en placa de LB agar kanamicina 25
pg/ml rifampicina 25 pg/ml (LBKR) a 28°C. Con una colonia aislada se inocula el volumen
necesario de LBKR liquido y se incuba a 28°C durante unas 16 horas. Se centrifuga a 2000
X g durante 5 minutos. Se tira el sobrenadante y se resuspende el sedimento de bacterias
en tampon de induccion (MES 10 mM pH 5.6, MgCl, 10 mM, acetosiringona 0.15 mM)
dejandolo a una DOgq final de 1.0 durante 3-4 horas a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo se agroinfiltran las hojas de N.benthamiana y N.tabacum cv Xanthi nc con
ayuda de una jeringuilla de 1 ml a través de la cara abaxial. Para agroinfiltrar se
seleccionaron plantas de 3-4 semanas y se agroinfiltraron las primeras hojas verdaderas
gue estuvieran completamente extendidas. La presencia del plasmido en estos cultivos se
confirmé por PCR usando los cebadores especificos dPPV500 y rPPV2110 (tabla 4).

111.3.4 TRANSFORMACION DE LEVADURAS PARA ENSAYOS DE DOS
HIBRIDOS.

La transformacién simultanea (cotransformacién) de levaduras con dos plasmidos
necesarios para los ensayos de dos hibridos se realizé usando el método de acetato de litio
(Gietz et al., 1992). Brevemente, se refresco el cultivo de levadura en una placa de YPDA.
Se selecciond una colonia aislada y se hizo un precultivo de 16 horas a 30°C y 225 rpm. A
partir de este precultivo se inoculé un cultivo y se dejo crecer en agitacion hasta alcanzar
una DOsgs de 0.5 unidades aproximadamente. Se centrifugd a 1000 x g durante 5 minutos y
se resuspendi6 en H,O estéril. Se volvio a centrifugar el cultivo en idénticas condiciones y
se resuspendio finamente en una solucién de LiAc 100mM preparado en el momento en
tampon TE 10mM pH 7.5. Estas levaduras ya estan preparadas para ser transformadas. Se
prepara entonces la mezcla de plasmidos que se desean cotransformar afiadiendo 100 ng
del vector AD y 200 ng del vector BD (ya que su eficiencia de transformaciéon es menor)
junto con 0.1 mg de DNA desnaturalizado de testiculo de arenque. Se agita para mezclar
bien y se mezcla con 0.1 ml del cultivo de levaduras competentes. Se afiaden 0.6 ml de una
solucion de LiAc 100mM y PEG 3350 40% preparado en TE 10mM pH 7.5. Se mezcla bien
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con ayuda de un vortex y se deja incubando durante media hora a 30°C en agitacion a 200
rom. Tras esta incubacion se afiaden 70 pl de DMSO y se provoca un choque térmico a
42°C durante 15 minutos. Posteriormente se enfria la mezcla, se centrifuga brevemente, se
elimina el sobrenadante y se resuspenden las células en 350 pl de tampén TE.
Inmediatamente se plaquea en placas de agar con medio SD-Leu—Trp para la seleccion de

las levaduras transformadas simultdneamente con los plasmidos AD y BD.

Para los estudios de interaccion con el sistema de dos hibridos las colonias
cotransformadas con ambos pldsmidos se pasaron a medio SD-WAHL. En este caso se
necesita la activacion de los genes delatores ADE2 e HIS3 para que exista crecimiento de la
levadura en medio selectivo. Alternativamente la seleccién se llevé a cabo con las células

cotransformadas directamente en medio SD-WAHL para analizar interaccion entre proteinas.

En el caso de transformar la levadura Unicamente con un pladsmido se empled un
protocolo rapido de transformacion de S. cerevisiae. La levadura crece en un medio rico.
Se toma un volumen aproximado de 25 pl de cultivo de la placa con un asa de siembra y se
diluye en 1 ml de H,O estéril. Se centrifuga en mini centrifuga a maxima velocidad y
temperatura ambiente durante 30 segundos y resuspende afadiendo los siguientes
reactivos en el orden que se cita y mezclando bien tras cada uno: 240 pyl de PEG 3350 50%,
36 pl de LiAc 1M, 50 pl de DNA de testiculo de arenque desnaturalizado a 2 mg/ml, 34 pl de
H,O estéril conteniendo el DNA del plasmido a transformar (0.1-5 pug). Se mezcla bien con
ayuda de un vortex toda la mezcla y se provoca el choque térmico en un bafio a 42°C
durante media hora. Se centrifugan las células a maxima velocidad en una mini centrifuga y
se elimina el sobrenadante. Se resuspenden en 0.4 ml de H,O estéril, y se incuba a RT 5
minutos. Las levaduras transformadas se plaquean en el medio minimo SD que
corresponda y se incuba a 30°C durante 2-4 dias hasta tener colonias aisladas bien

desarrolladas.

1.4 VECTORES VIRALES Y VIRUS.

El pldsmido pICPPV 5.15 es una variante de pICPPV (Lépez-Moya & Garcia, 2000)
gque contiene una copia completa del genoma del virus PPV, aislado Rankovik, clonado bajo
el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y con una sefal de
terminacion de la nopalina sintetasa (NOSt) al final de la secuencia del virus. Ademas, para
estabilizar al clon se le afiadié un intrén ST-LS1 de un gen de patata (Solanum tuberosum L.)
(Vancanneyt et al., 1990) que interrumpe el marco de lectura de la regién que codifica para

la proteina P3. La variante pICPPV HC5.15 fue obtenida reemplazando la regién codificante
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de la proteina HC-Pro del aislado Rankovic por la correspondiente del aislado espafiol 5.15

aumentando asi su transmisibilidad (Martinez-Garcia, 2000).

El vector pICPPV 5.15 Spel (Ferndndez-Calvino, 2006) es una variante de pICPPV
5.15 que contiene una diana Unica para la enzima de restriccion Spel en la posicion 1014
(Lain et al., 1989) de forma que la secuencia aminoacidica no se ve afectada. Su infectividad

y sintomatologia es idéntica a la de pICPPV 5.15.

El vector pICPPV HVPVY es un pladsmido derivado de pICPPV 5.15 con la region
HC-Pro intercambiada por la del aislado altamente transmisible OAT del virus PVY. En
infeccidn este virus quimérico se comporta igual que PPV a niveles de acumulacién viral y
sintomatologia. Sin embargo, a pesar de proceder el HC-Pro de un virus transmisible,

pICPPV HCPVY no es transmitido por pulgones (Martinez-Garcia, 2000).

El vector pPPV NAT, cedido por el Prof. J.A. Garcia (CNB, CSIC, Madrid) contiene
una copia del genoma completo de PPV Rankovik, clonado bajo el promotor transcripcional
de la T7 RNA polimerasa presentando una delecion de 45 nucledétidos en la regién 5 del

cistrén de la proteina de cubierta.

El clon de cDNA infeccioso de TEV denominado 7DA (Dolja et al., 1992) contiene la
secuencia genémica del virus TEV bajo el control del promotor de la transcripcion de la SP6
RNA polimerasa asi como las variantes defectivas en transmision (Llave et al., 2002) Gz43D,
VassE, AgssH, 148D, KasgN y no defectivas I;s50M y HCH10 (Blanc et al., 1999) (con una fusion
de 6 histidinas en el extremo amino del cistron de HC-Pro que permite la purificacion de

dicha proteina a partir de plantas infectadas).

1.5 PREPARACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

111.5.1 PURIFICACION DE DNA PLASMIDICO .

La purificacion de DNA plasmidico a partir de cultivos de colonias de E. coli
resultantes de transformacion se realizé por el método de lisis alcalina (Sambrook & Russel,
2001). Para preparacion a mayor escala, el DNA se purificé a partir de cultivos bacterianos
de 100 ml utilizando un protocolo modificado con un paso adicional de purificacion por
precipitacién con PEG. Brevemente, tras la lisis alcalina el DNA se precipita con isopropanol.
El sedimento obtenido se resuspende en 500 ml de H,0 a los que se afiaden 5 pl de RNAsa
A a 10 mg/ml y se incuba durante 1 hora a 37°C para degradar el RNA que pueda estar

contaminando el DNA. Tras la incubacion se procede a precipitar el DNA afadiendo 100 pl
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de NaCl 5M y 600 ul de PEG 6000 13% (p/v). Se centrifuga a maxima velocidad en mini
centrifuga a 4°C durante 5 minutos. El sedimento se resuspende en 400 pl de H,0 y se
extrae con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) dos veces. Por Ultimo se precipita la fase
acuosa con 1/10 del volumen de NaAc 3M pH 5.4 y 2 volimenes de etanol frio. Se incuba 1
hora a -20°C y se centrifuga a maxima velocidad en mini centrifuga durante 15 minutos. El
sedimento se lava con EtOH 70% y finalmente se resuspende en 100 pl de H,0. El DNA se

cuantifica con espectrofotometro midiendo absorbancia a 260 nm.

111.5.2 OBTENCION DE RNA DE PLANTAS.

[11.5.2.1 RNA total.

Para la obtencion de RNA total de plantas se utilizé el reactivo comercial Trizol
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El tejido fresco se tritur6 empleando
7.5 ml del reactivo por gramo de tejido. El sedimento se resuspendio en H,0 libre de

RNAsas y posteriormente se emple6 para ensayos RT-PCR o Northern blot.

Para ensayos Northern blot de una misma muestra y RNAs de alto y bajo peso
molecular se empled el sistema RNA/DNA Maxi kit de Qiagen tras la extraccion con Trizol y

se purificaron ambas fracciones en este segundo paso.

[11.5.2.2 RNA de pequefio tamafio (SRNAS).

Para ensayos de Northern blot de sRNAs el RNA total extraido con Trizol fue
subsecuentemente purificado usando el sistema RNA/DNA Maxi kit de Qiagen siguiendo las
instrucciones del proveedor. Este sistema permite obtener RNA de alto y bajo peso

molecular de una misma muestra.

111.6 MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

111.6.1 TRATAMIENTOS ENZIMATICOS EN PROCESOS DE CLO NAJE.

Las digestiones de DNA con enzimas de restriccion de diversas casas comerciales
se realizaron siguiendo las indicaciones del proveedor en cada caso con ligeras
modificaciones en el tiempo de restriccion segun la cantidad y pureza del DNA a tratar en
cada caso. Las ligaciones se llevaron a cabo usando la enzima DNA ligasa del fago T4
(Promega) en reacciones de 16 horas a temperaturas que oscilaron entre los 4 y 16°C

dependiendo del tamafio de los fragmentos a ligar.
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111.6.2 AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE PCR.

Las amplificaciones de DNA mediante la reaccion de polimerizacion en cadena de la
polimerasa (PCR) se realizaron en termocicladores PTC-100™ (MJ Research, INC). Se
emplearon mezclas de reaccion de 25 y 50 pl con 1.25 y 2.5 unidades de Taq polimerasa
(Perkin Elmer) en cada caso. Se emple6 el tampdn suministrado por el fabricante
suplementado con MgCl, a una concentracién final de 2.5 mM. Como iniciadores de la
elongacion se emplearon distintas parejas de cebadores a una concentracién final de 0.2 uM.
El numero y condiciones de cada ciclo de amplificacion variaron en cada caso segun la
pareja de cebadores empleada. En caso de amplificacion de fragmentos empleados para los
procesos de clonaje se empled una enzima con capacidad correctora de errores, la enzima
Deep Vent polimerasa (New England Biolabs) siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. En el caso de que fuera necesario introducir codones de terminacion, nuevos
sitios de restriccion u otro tipo de modificaciones en la secuencia de DNA se utilizaron

cebadores con las modificaciones adecuadas en cada caso (tablas 1y 2).

111.6.3 AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DE RNA POR IC RT-PCR.

Para la amplificacién de secuencias virales de PPV en plantas infectadas se empled
la técnica de inmunocaptura (IC) y posterior transcripcion reversa y PCR. Para la IC se
empled el anticuerpo policlonal para la CP de PPV procedente del kit de deteccién de PPV
de REALISA (Durviz), A1 PPV, a una dilucibn 1/100 en tampén carbonato/bicarbonato
100mM pH 9.6. Se tapizaron tubos de 0.2 pl con 30 pl de tampon de tapizado durante 3
horas a 37°C. Posteriormente los tubos se lavaron con PBST tres veces y se preparo la
muestra para la IC. Los extractos de planta se prepararon en un volumen 1/5 (p/v) de
tampon de extraccion (PBS conteniendo 2% de PVP y 0.2% de DIECA), y se clarificaron en
una mini centrifuga a 5.000 rpm durante 5 min. La IC se llevé a cabo con estos extractos

en los tubos tapizados previamente con el anticuerpo durante 16 horas a 4°C

Para la reaccion de transcripcion reversa (RT) se utilizaron los tubos en los que se
habia realizado la IC. Se lavaron tres veces con PBST y se preparé la reaccion. La enzima
seleccionada para llevar a cabo la reaccion fue la transcriptasa reversa del virus de la
mieloblastosis aviar (AMV RT, Promega). La reaccion se llevé a cabo en un volumen total de
25 pl en tampén 50mM Tris-HCI pH 8.3, 50mM KCI, 10mM MgCl,, 10mM DTT y 0.5mM de
espermidina, junto con 0.5 mM de cada desoxinucleétido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 5 Uds.
de inhibidor de RNasa, (RNasin, Promega), 1 ud. de enzima AMV-RT (Promega) y 1uM del

cebador que corresponda (siguiente apartado). La transcripcion transcurrié durante 1 hora a
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42°C. Para la reaccion de PCR se emplearon 5 ul de la reaccidén anterior y siguiendo el

método descrito en el anterior apartado.

111.L6.4 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA Y EXTRAC CION DE DNA
DE LOS MISMOS.

La separacion de fragmentos de DNA se realizé por electroforesis en geles de
agarosa de concentraciones que oscilaron entre 0.7 y 2% segun el tamafio de los
fragmentos que se deseaba analizar. Para la visualizacion del DNA el gel de agarosa
contenia EtBr a 10 mg/ml. El electrolito empleado fue TBE 0.5X excepto en el caso de que
fuera necesario extraer el DNA posteriormente del gel. En este caso se empleé como
electrolito TAE 1X. La electroforesis se llevé a cabo a 80 V durante el tiempo estimado para
una correcta separacion de los fragmentos. Para la visualizacion del DNA los geles se
fotografiaron con una camara digital Kodak modelo DC290 mientras eran iluminados con un
transiluminador de radiacion UV. En el caso de muestras de RNA el procedimiento fue el

mismo solo que todo el material se lavé con SDS 10% y enjuag6 con H,0 libre de RNAsas.

111.6.5 MARCAJE DE DNA PARA LA REALIZACION DE SONDA S RADIACTIVAS.

Las sondas radiactivas usadas para detectar secuencias de RNA por ensayos
Northern blot se obtuvieron marcando los fragmentos de DNA adecuados con a-P* dCTP
con una actividad de 3000 Ci/mmol a 10 mCi/ml (Amersham). Se utilizd el sistema
comercial “Rediprime™ Il Random Prime Labelling System” (GE Healthcare) siguiendo el
protocolo suministrado por el fabricante.

Para purificar el DNA marcado y eliminar la radiactividad no incorporada se utilizaron

columnas “Micro Bio Spin” (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante.

111.6.6 DETECCION DE SECUENCIAS DE RNA POR HIBRIDAC ION DE SONDAS
RADIACTIVAS.

Para el analisis de Northern se emplearon dos tipos de geles segun el tipo de RNA a

detectar:

[11.6.6.1 RNA de alto peso molecular.

Las muestras (5 ug) de RNA se desnaturalizaron a 65°C durante 4 minutos en
tampon de carga 5X (MOPS 80 mM, glicerol 20%, formamida 30%, formaldehido 7.4%,
EDTA 5mM, NaAc 20mM, BPB 0.03%). A continuacion se fraccionaron en un gel de
agarosa al 1.5% en HEPES 20mM pH 7.8, EDTA 1mM, formaldehido 6%. Posteriormente

se transfirieron a membranas de nylon positivamente cargadas (Roche) con tampén SSC
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10X por capilaridad durante 16 horas. ElI RNA se fij6 a la membrana por radiacion
ultravioleta (1200 julios) con un aparato Stratalinker 1800 (Stratagene). Después de 1 hora
de prehibridacion a 42°C en tampén de hibridacion (formamida 25%, SSC 5X, SDS 0.02%,
fosfato sodico 125 mM pH 6.5, DNA de esperma de salmon desnaturalizado 0.5 mg/ml y
solucion de Denhards 5X) se afiade la sonda marcada en el mismo tampon. Se incuba 16
horas a 42°C. La membrana se lavo 2 veces a 65°C con SSC 2X y SDS 0.2%, otra con SSC
1X SDS 0.1% y un dltimo lavado con SSC 0.1X y SDS 0.1%. La membrana se expuso
sobre peliculas sensibles a rayos X. En caso de que fuera necesario volver a utilizar la
membrana con nueva sonda la anterior se elimind calentando a 80°C 30 minutos con SDS
0.5%.

111.6.6.2 RNA de pequefio tamario.

Las muestras (20 pg) de sRNAs se desnaturalizaron por calentamiento a 95°C
durante 4 minutos en presencia de formamida al 40%. Se enfriaron en hielo y se afiadié 10
pl de buffer de carga 4X (Glicerol 50%, BPB 0.03%, TrisHClI 50 mM pH 7.7, EDTA 5mM). A
continuacion se fraccionaron en geles de poliacrilamida al 15% en TBE 0.5X y 7M de urea.
Los geles fueron previamente embebidos en tampon TBE 0.5X aplicAndoseles 180V durante
unos 10 minutos. Una vez completada la electroforesis los geles se tifieron en tampén TBE
0.5X con EtBr (10 mg/ml) para confirmar la normalizacion de la carga. Posteriormente el
RNA fue transferido a una membrana de nylon positivamente cargada (Roche) por
electrotransferencia semi seca empleando tampon TBE 0.5X y el aparato “Trans-blot semi
dry transfer cell” de Bio-Rad a 400mA durante 1 hora. ElI RNA se fijo a la membrana del
mismo modo que en el apartado anterior. Para todas las hibridaciones se usé6 el tampdn
PerfectHyb™Plus (SIGMA). Después de 1 hora de prehibridacion a 38°C se afiadio la sonda
marcada radiactivamente (apartado I11.6.5) y se incubé durante 16 horas a 38°C.

Los lavados se llevaron a cabo a 50°C en intervalos de 20 minutos. Se lavd la membrana
dos veces con tampén SSC 2X, SDS 0.2%, el tercer lavado se hizo con SSC 1X SDS 0.1%
y el ultimo lavado se hizo con SSC 0.5X y SDS 0.1%. La membrana se expuso sobre
peliculas sensibles a rayos X. Cuando se necesitd volver a hibridar la membrana con una

nueva sonda se procedié del mismo modo que en el apartado anterior.
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111.7 OLIGONUCLEOTIDOS.

111.7.1 OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN PROCESOS DE CLONAJE DE
VARIANTES DE PPV NO TRANSMISIBLES Y DETECCION DE LO S MISMOS.
Los nucledtidos presentados en la tabla 4 son los empleados para introducir

mutaciones en el genoma de PPV y detectar posteriormente dichas mutaciones por IC-RT-
PCR.

111.7.2 OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN EL CLONAJE D E HC-PRO Y CP
DE TEV EN LOS VECTORES DEL SISTEMA DE DOS HiBRIDOS.

Para el estudio de dos hibridos de levaduras se disefiaron una serie de cebadores
necesarios para introducir los cistrones de la CP y HC-Pro de TEV en la pauta de lectura
adecuada. Del mismo modo se disefiaron también cebadores para generar variantes
delecionadas de la CP de TEV (tabla 5).

Tabla 4. Nombre, secuencia y posicion de los cebadores empleados para la deteccion de los distintos
variantes de PPV por IC-RT-PCR y posterior digestién con enzima de restriccion.

Nombre o e
cebador 2 Secuencia 5" 3 Posicion
dPPV500 AACGGTCCGGATGCAAT 500
rPPV2110 GCATAGCAAGGAAAATG 2110
dM13 CGCCAGGGTTTTCCCAGT CACGAC -

rM13 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA -

dEITC GAGAAATCACATGTCTGCAGT GTGCTCAAAAG 1222
rEITC ACACTGCAGACATGTGATTTCTCCGCAAGGG 1245
dPAK ATAAGTCCAGCAAAGAATCATTTAG 1995
rPAK CTAAATGATTCTTTGCTGGACTTAT 2020

 Los cebadores designados con una primera letra “d” tienen secuencia homologa a la de la hebra
codificante y aquellos cuya primera letra corresponda a una “r” tiene la secuencia homdloga a la de la
hebra complementaria.

® La secuencia homoéloga a la del virus aparece representada en azul. Los nuclettidos marcados en
negro son los no complementarios a la secuencia de PPV responsables de la generacion de las
mutaciones EITC y PAK. Los cebadores universales dM13 y rM13 son complementarios a la
secuencia del vector pBS flanqueando el sitio de clonaje multiple.

° Posicidn con respecto a la secuencia completa de: PPV (Lain et al., 1989).
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Tabla 5. Secuencia de los cebadores empleados para el clonaje de las regiones CP y HC-Pro de los
distintos mutantes de TEV.

Nombre Secuencia 5°-3" 2

dNcol hisHC T TCC ATG GGG AGC GAC CAT CAC CAT CAC

dNcol_HC T TCC ATG GGG AGC GAC AAA TCA ATC TCC G
rPstl_HC TT CTIG CAG TTA CCC TCC AAC ATT GTA AGT T
dXmal_HC T TCC CCG GGG AGC GAC AAA TCA ATC TCT G
dXmal_hisHC T TCC CCG GGG AGC GAC CAT CAC CAT CAC
rClal_HC TT ATC GAT TTA CCC TCC AAC ATT GTA AGT T
dCP_Xmal TTC CCG GGG AGI GBC ACT GIG GAT GCT G

rCP_SallSacl TTT GAG CTC GIC GAC TCA CTG GCG GAC CCC TAA' T

dF1 TTC CCG GG3G TAC AAG CCA CAG CAA ATT GAT TTG TCA AAT GCT

dF2 TTC CCG GGG CCT AGG TAT GGI' CTA CAG AGA AAC ATT ACA GAC

rR1 TTT GAG CTC GIC GAC TCA AGC ATT TGA CAA GIC AAT TTG CTG TGG

rR2 TTT GAG CTC GIC GAC TCA GIC TGI AAT GIT TCT CTG TAG ACC ATA CCT AGG

% En azul se muestra la secuencia homéloga a TEV. Los cebadores designados con una primera letra
“d” tienen secuencia homodloga a la de la hebra codificante y aquellos cuya primera letra corresponda
a una “r" tienen secuencia homoéloga a la hebra complementaria. Las secuencias reconocidas por las
enzimas de restriccion aparecen subrayadas.

11.8 CONSTRUCCION DE PLASMIDOS.

[11.8.1 CLONES INFECCIOSOS NO TRANSMISIBLES.

El vector pICPPV 5.15 CPNAT es una variante de pICPPV 5.15 cuya CP tiene una
delecion de 15 aminoacidos. Para ello se intercambié una porcién de Nlb y de la CP
procedente del vector pPPV NAT usando los sitios Unicos para las enzimas de restriccion

BamHI y Sacl presentes en las posiciones 7120 y 9210 del plasmido pICPPV.

Para la construccion de vectores virales con modificaciones por mutagénesis dirigida
sobre HC-Pro 5.15, se gener0 un subclén en el que, dado su menor tamafo, se facilitara el
clonaje de los fragmentos mutagenizados. Se empleo el vector Bluescript Il KS (pBS) de
Stratagene y se introdujo en él el fragmento comprendido entre las posiciones 1014 y 2904
procedente de pICPPV 5.15 Spel usando los sitios Unicos de restriccion Spel y Dralll. El

plasmido resultante se denominé pBSHC.

El clon pICPPV EITC (Goytia et al., 2006) procede del plasmido pICPPV 5.15 Spel,
diferenciandose de éste Unicamente en un aminoacido perteneciente al dominio KITC de la
proteina HC-Pro, implicado en transmision. Mediante mutagénesis dirigida por PCR la lisina
(K) fue sustituida por &cido glutamico (E). Del mismo modo se introdujo un nuevo sitio de

restriccion para la enzima Pstl, que permitiera la deteccion del cambio KITC—EICT
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simplemente por digestion enzimatica. La mutagénesis se realizo en el pladsmido pBSHC
gue contiene el fragmento de PPV situado entre las dianas de las enzimas de restriccion
Spel y Dralll en las posiciones 1012 y 2904 del pldsmido pICPPV. Para llevar a cabo la
mutagénesis se utilizaron los cebadores dM13, rM13, dEITC y rEITC (tabla 4). Los
cebadores M13 son de secuencia homologa al vector Bluescript y los cebadores dEITC y
rEITC homdlogos a la region comprendida entre las posiciones 1222 y 1245 del genoma de
PPV. Estos ultimos introducen los cambios nucleotidicos necesarios para producir las
modificaciones deseadas. La presencia de la mutaciéon fue confirmada por digestién

enzimatica y secuenciacion.

El clon pICPPV PAK procede igualmente de pICPPV 5.15 Spel, y se diferencia de
éste Unicamente en un aminoacido perteneciente al dominio PTK, en la parte central de la
proteina HC-Pro, implicado igualmente en la transmision del virus. Mediante mutagénesis
dirigida por PCR la treonina (T) fue sustituida por alanina (A). El proceso de mutagénesis y
clonaje en el clon completo fue idéntico al de pICPPV EITC empleandose en este segundo
caso los cebadores dM13, rM13, dPAK y rPAK.

' Procesamiento P1 Procesamiento HC-Pro '

.YSDPGKQF... LYKITC..PTK... ..KHYRVGG.. pICPPV5.15
.YSDPGKQF... LYEITC..PTK... ..KHYRVGG.. PpICPPVEITC
.YSDPGKQF... LYKITC...PAK ... ..KHYRVGG.. plICPPV PAK

..vsor N BEIYY: . pICPPVHC PVY

Figura 6. Esquema de los vectores virales derivados de pICPPV con modificaciones sobre HC-Pro.
El esquema representa el clon completo con todos los cistrones presentes en el vector. Los bloques
de color blanco corresponden a la secuencia procedente del virus PPV y los recuadros en negro a la
procedente del virus PVY. Con un triangulo se indican los puntos de procesamiento de la poliproteina
viral asi como qué proteasa esta implicada en esta funcion. Los cambios puntuales en los dominios
KITC y PTK se muestran en rojo.

111.8.2 PLASMIDOS PARA EXPRESION TRANSITORIA.

Para la expresion transitoria en plantas se empleo el vector binario pCAMBIA 2300

(CAMBIA, Canberra, Australia). En un primer paso se gener6 un plasmido intermedio en el
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que se introdujo empleando las enzimas de restriccion Pstl y Hindlll el terminador de la
transcripcion del gen de la nopalina sintasa (NOSt) procedente de pICPPV 5.15. En un
segundo paso, empleando las dianas de restriccion Xmal y Pstl, se introdujo el fragmento
procedente de pICPPV 5.15 que contenia el promotor duplicado 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) y la regién 5 del virus PPV desde la posicion 1 hasta la posicién 2924
incluyendo 5"UTR, P1, HC-Pro y un fragmento de la region codificante de P3. EIl plasmido
resultante se denominé pTRANS5 PPV 5.15. Todas las manipulaciones se llevaron a cabo
de modo similar a los casos anteriores y siguiendo las técnicas moleculares habituales
(Sambrook & Russel, 2001).

Del mismo modo se generaron también los vectores pTRANS5 PPV HCPVY,
pPTRANS5 PPV EITC y pTRANS5 PPV PAK introduciendo la parte correspondiente a partir
de los vectores pICPPV HCPVY (Martinez-Garcia, 2000), pICPPV 5.15 EITC y pICPPV 5.15

PAK respectivamente.

También se emple6é un cuarto vector de expresion transitoria denominado Vector
Vacio (VV) en el que se habia clonado exclusivamente el promotor duplicado 35S de CaMV

y el terminador NOSt sin ningun gen para expresar entre ambos (Vargas, 2005).

Xmal Pstl Hindlll

A

e 4 | N .
Left Border VIV R 355 - 3o omw vy v vy Right Border
N | 4
PTRANS5 PPV

Pstl

Xmal Hindlll
4 ~ [N L/>

Left Border I-CaMVt —— 358 ~ 355 NOOT Right Border
Al 4
[ \AY

Figura 7. Esquema representativo de la construccion pTRANS5 PPV para expresion transitoria. En
azul se ha representado la parte correspondiente al genoma de PPV. Se marcan las posiciones
donde se encuentran las dianas para las enzimas de restriccion empleadas en el proceso de clonaje.

111.8.3 PLASMIDOS EMPLEADOS EN LOS ENSAYOS DE DOS H IBRIDOS DE
LEVADURAS (YTHS).

Todos los clonajes se hicieron en los plasmidos pGADT7 y pGBKT7 (Clontech,
Takara Bio) utilizando las enzimas de restriccion Unicas del sitio de clonaje multiple (MCS)

gue correspondieron a cada caso.
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Figura 8. Esquema representativo de los vectores empleados para los estudios de YTHS. Se
muestran en color azul los genes necesarios para la seleccion en bacterias y levaduras
transformadas con los distintos vectores. Los genes de interés se clonaron como proteinas de fusién
al dominio de union a DNA (GAL4 DNA-BD) y al dominio de activacion (GAL4 DNA-BD) en los MCS
de cada vector.

El YTHS es una herramienta para el estudio in vivo de la interaccion de proteinas
empleando levaduras (Brent & Ptashne, 1985, Fields & Sternglanz, 1994). Este sistema
esta basado en la naturaleza modular de algunos activadores transcripcionales de
eucariotas, entre los que se encuentran las proteinas GAL4 (Keegan et al., 1986, Ma &
Ptashne, 1987, Ma & Ptashne, 1988). Estos activadores tienen dos dominios bien
diferenciados. El dominio de unién a DNA (BD) estd encargado de posicionar la proteina
sobre una secuencia especifica de DNA que precede a los genes regulados por la misma.
Un ejemplo de BD es el extremo amino terminal de la proteina GAL4 de levaduras (Laughon
& Gesteland, 1984) asi como la primera porcion del represor LexA de E.coli (Ruden et al.,
1991). EI dominio de activacion (AD), una vez situado, interacciona con los demas
componentes de la maquinaria transcripcional para permitir el inicio de la sintesis de RNA.
Un ejemplo de dominio de activacion es el extremo carboxilo terminal de la proteina GAL4

de levaduras (Keegan et al., 1986).

En este trabajo se ha empleado el sistema comercializado por Invitrogen
denominado Matchmaker 3. Se utilizan dos plasmidos de levadura distintos. pGADT7
codifica el dominio de activacion y pGBKT7 codifica el dominio de union a DNA. Se
introduce la secuencia de las proteinas cuya interaccion quiere ser analizada fusionada al

extremo carboxilo de dichos dominios y, si las proteinas que estamos estudiando
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interaccionan entre si, el complejo formado por las proteinas quiméricas sera capaz de
unirse a la regién promotora de tres genes delatores HIS3, ADE2 y lacZ que contienen el
sitio de reconocimiento necesario permitiendo asi que el dominio AD active la transcripcion

de estos genes (figura 9).

¥ AD
{
() BD ¥

\J
AD
¥
3
BD
—

Promotor Gen delator

Figura 9. Esquema explicativo del sistema de los dos hibridos. Las proteinas fusionadas a los
dominios BD y AD (X e Y) interaccionan entre si formandose asi un factor transcripcional activo y
permitiendo la transcripcion del gen delator.

Los cistrones para la CP y los distintos HC-Pro transmisibles y no transmisibles se
extrajeron a partir de los clones completos infectivos disponibles en el laboratorio (Llave et
al., 2002). Se escogié una seleccién de 5 mutantes de HC-Pro no transmisibles: Gas43D,
VassE, AsssH, l31sD, KasgN y un mutante si transmisible IsssM asi como la variante de HC-Pro
no modificada 7DA y la variante funcional unida a una cola de histidinas procedente del clon
infectivo HCH10. Asimismo, se disefiaron los cebadores dF1, dF2, rR1 y rR2 (capitulo 111.6.2)
para amplificar fragmentos de la CP de TEV con diversas deleciones en los extremos amino

y carboxilo.

Todos los insertos fueron secuenciados para descartar la posibilidad de haber
introducido alguna mutacion durante el proceso de amplificacion pro PCR y confirmar la
insercion en el marco de lectura apropiado. Los pldsmidos generados se muestran en la

siguiente tabla:
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Tabla 6. Plasmidos generados para el estudio de dos hibridos de levaduras con secuencias de HC-
Pro procedentes de los distintos clones infectivos de TEV (A) y de CP con diferentes deleciones tanto
en el extremo amino como carboxilo (B).

A)
Nombre ? Inserto
AD HC 7DA HC-Pro de TEV clon 7DA entre las dianésal y Clal
BD HC 7DA HC-Pro de TEV clon 7DA entre las diardsol y Pstl
AD HC HCH10 hisHC-Pro de TEV clon HCH10
BD HC HCH10 hisHC-Pro de TEV clon HCH10
AD HC | 35M HC-Pro de TEV clonzkgM
BD HC l35gM HC-Pro de TEV clonzkgM
AD HC G3D HC-Pro de TEV clon @D
BD HC G343D HC-Pro de TEV clon G4
AD HC Vg, FE HC-Pro de TEV clon V£
BD HC VaisE HC-Pro de TEV clon YsE
AD HC AgH HC-Pro de TEV clon AgH
BD HC AjH HC-Pro de TEV clon AgH
AD HC | 34D HC-Pro de TEV clongyD
AD HC | 3,D HC-Pro de TEV clongyD
AD HC K 35N HC-Pro de TEV clon KgN
BD HC K359\ HC-Pro de TEV clon KgN
B)
Nombre ? Inserto
AD CP TEV CP de TEV entre las dianXsnal y Sacl
BD CP TEV CP de TEV entre las dianXsal y Sall
AD F1CP Fragmento de CP con una delecion de 69 amino&eietextremo aming
BD F1 CP Fragmento de CP con una delecion de 69 amino&eietextremo aming
AD F2 CP Fragmento de CP con una delecion de 179 residuekextremo amino
BD F2 CP Fragmento de CP con una delecion de 179 resicelexttemo amino
AD R1 CP Fragmento de CP con una delecion de 183 residu@xtiemo carboxilo
BD R1 CP Fragmento de CP con una delecion de 183 residu@xtiemo carboxilo
AD R2 CP Fragmento de CP con una delecion de 74 residuekexttremo carboxilo
BD R2 CP Fragmento de CP con una delecion de 74 residuekexttremo carboxilo

% Nombre designado al vector resultante de la insercién de los distintos genes de HC-Pro en los
vectores de doble hibrido. Las siglas AD designan a los vectores derivados de pGADT?7 y las siglas
BD designan a los vectores derivados de pGBKT7
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11.9 MANIPULACION DE PROTEINAS.

111.9.1 EXTRACCION DE PROTEINAS A PARTIR DE CULTIVO S DE S. cerevisiae .

Las proteinas totales procedentes de cultivos de la levadura S. cerevisiae se
extrajeron por modificacion del método de Volland y colaboradores (Volland et al., 1994).
Brevemente, se crecieron las levaduras en el medio de seleccién adecuado a 30°C y 225
rpm durante 16 horas. Se midio la densidad Optica de los cultivos y se normalizaron a una
DOsgs=1. Se centrifugaron 10 ml de cultivo durante 5 minutos a 1000 x g y temperatura
ambiente. El sedimento se congeld en nitrégeno liquido. Posteriormente se descongeld en
hielo y se resuspendié en 100 pl de solucion de lisis (NaOH 1.85M y B-mercaptoetanol al
7%). Se incubo en hielo durante 10 minutos tras los cuales se agregaron 100 pl de TCA al
50% y se volvid a incubar otros 5 minutos en hielo. Posteriormente se centrifugd a 12000 x
g y temperatura ambiente por 10 minutos. El sedimento que contenia las proteinas
precipitadas se resuspendié en TrisHClI 1M pH 7.5 y se dejé incubar 2-3 minutos a
temperatura ambiente para neutralizar el pH. Se volvié a centrifugar 2 minutos a 12000 x g

y se resuspendié el sedimento en tampdn de carga para proceder a su electroforesis.

111.9.2 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

Las preparaciones de purificaciones de particulas virales, proteinas HC-Pro y
extracto de proteinas de tejido vegetal o cultivo de levaduras se analizaron en geles
discontinuos desnaturalizantes de acrilamida-bisacrilamida (29.2:0.8) (SDS-PAGE) del 4-
10% o 4-12% segun los tamafios de las proteinas que se deseaba detectar (Sambrook &
Russel, 2001) empleando el equipo Mini-Protean Il (Bio-Rad). ). Las muestras de proteinas
y particulas virales purificadas de diluyeron en tampoén de carga 2X (TrisHCI pH 6.8 50mM,
DTT 100mM, SDS 2%, BPB 0.01%, glicerol 10%) y se hirvieron durante 5 min. Las muestras
de tejido vegetal se trituraron en tampon de carga 2X a una concentracion de 250 mg/ml y
se hirvieron igualmente durante 5 min. La electroforesis se llevé a cabo segun las
instrucciones del fabricante. Las proteinas se visualizaron tifiendo el gel en una solucién de
azul de Coomasie (0,25% azul de Coomasie R-250, 20% Metanol y 10% acido
tricloroacético en agua destilada). Los pesos moleculares de las proteinas se estimaron
comparando su movilidad electroforética con la de marcadores de peso molecular conocido
(Prestained SDS-PAGE standards, Low Range, Bio-Rad).
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[11.9.3 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

La detecciobn serologica de proteinas virales, separadas previamente por
electroforesis, se llevd a cabo mediante ensayos de inmunoelectrotransferencia (Western
blot).

Las proteinas, separadas previamente por SDS-PAGE, se transfirieron a una
membrana de PVDF (Amersham Biosciences) mediante el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-
Rad), empleando tampoén Tris-Glicina (Tris-HCI 25 mM pH 8.6, glicina 192 mM) con 20% de
metanol y aplicando una corriente de 250mA durante 1 hora y 15 min (Towbin et al., 1979).
Tras la transferencia, las membranas se dejaron incubando durante 1 hora en tampon PBST
con leche desnatada en polvo al 5% (PBST-leche) para bloquear las zonas de la membrana
no ocupadas por las proteinas. A continuacion, la membrana se incub6 con el primer
anticuerpo diluido en tampon PBST-leche. Tras una incubacion durante toda la noche, la
membrana se lavd 5 veces con PBST-leche, con una duracion de 20 minutos en cada
lavado. Posteriormente, esta membrana se incubd durante 1 hora con un segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa diluido en tampon PBST-leche. Los anticuerpos y las
diluciones utilizadas para la deteccion de las proteinas virales se especifican en la Tabla 7.
Finalmente, la membrana se lavé 3 veces con tampdn PBST y se procedio al revelado de la
actividad de la enzima peroxidasa por quimioluminiscencia mediante el sistema ECL

(Amersham Biosciences).

Tabla 7. Anticuerpos empleados en los inmunoensayos realizados.

PROCEDENCIA MAb/PAb? DILUCION ®
a CP PPV Al REALISA (ELISA, Durviz) PADb 1:5000
a HC PPV Martinez, 2001 PAb 1:500
a CP TEV Ecogene Europe LTD PAb 1:5.000
a histidinas Qiagen Pentahis MAb 1:500
a -AD Clontech MAb 0,5 mg/ml
a BD Clontech MAb 0,5 mg/ml
GARPO Nordic Immunological laboratories PADb 1:10.000
GAMPO Nordic Immunological laboratories PADb 1:10.000

 Tipo de anticuerpo: Policlonal (PAb) o Monoclonal (MAD).
® Dilucién utilizada para cada anticuerpo en un ensayo Western blot.

[11.9.4 DASI ELISA.

El sistema de deteccion serologico (ELISA) fue utilizado para determinar la presencia
y acumulacién de virus PPV en las plantas empleadas en los ensayos de transmisién con

pulgones.
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En la deteccién de particulas virales del virus PPV se utilizdé el kit de la casa
comercial REAL (Durviz), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Las placas de
ELISA se tapizaron con un anticuerpo policlonal de conejo anti-PPV (A1-PPV) a una dilucién
1/100 en tampon carbonato/bicarbonato pH 9,6, y se dejaron incubando durante 4 horas a
37°C 0 16 horas a 4°C. Tras la incubacion se lavaron los pocillos con PBST antes de afadir

las muestras.

Los extractos de planta se prepararon en un volumen 1/10 (p/v) de tampén de
extraccion (PBS conteniendo 2% de PVP y 0.2% de DIECA), y se clarificaron en una mini

centrifuga a 5.000 rpm durante 5 min.

Tras afadir las muestras en los pocillos, la placa se incubd a 4°C durante 16 horas.
Tras este periodo los pocillos se volvieron a lavar con PBST y se procedi6 a la incubacion
con el segundo anticuerpo (A2-PPV) durante 2 horas a 37°C. Este anticuerpo monoclonal se
afadio a una dilucién 1/1000 en PBS con 0,5% de leche desnatada en polvo. A esta
incubacién le siguié otra en iguales condiciones con un tercer anticuerpo monoclonal de

raton conjugado con fosfatasa alcalina.

Para el revelado se utilizo PNP (SIGMA) como sustrato de la reaccion a una
concentracion de 1 mg/ml en tampodn sustrato (10% dietanolamina, 0,5 mM MgCl,, pH 9,8).
Los resultados de la reaccion colorimétrica se midieron en un espectrofotometro (EAR 400

SLT, Lab. Instruments) a una absorbancia de 405 nm (DOygs).

111.9.5. ANALISIS DE INTERACCION PROTEINA-PROTEINA MEDIANTE FAR-
WESTERN BLOT.

La membrana de nitrocelulosa con las proteinas fijadas tras la
inmunoelectrotransferencia se dej6 bloqueando durante 30 min en PBST con leche
desnatada en polvo al 5% (PBST-leche) y se incub6 posteriormente con la proteina
seleccionada para la interaccion. Las proteinas de incubacion fueron particulas virales a una
concentracion de 1 pg/ml, o proteina HC-Pro a una concentracion de 200 pg/ml en un
volumen total de 5 ml en PBST-leche (Figura 11). Esta incubacién se dejo toda la noche a
4°C. Transcurrido este tiempo, tras lavar las membranas 3 veces con PBST-leche, se realiz6
una incubacion en PBST-leche con el correspondiente anticuerpo primario a la dilucién
indicada (Tabla 7). Para los controles de interaccién inespecifica las membranas se

incubaron directamente con el anticuerpo primario seleccionado en cada caso (ensayo tipo
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Western-blot sin proteina interpuesta). El anticuerpo primario se incubé durante 4 horas a
temperatura ambiente y con agitaciébn suave. Tras esta incubacion las membranas se
lavaron de nuevo con PBST-leche tres veces y posteriormente se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con fosfatasa alcalina, diluido en PBST-

leche.

Esta dltima incubacion se realizé durante 1 hora y media a temperatura ambiente
con agitacion suave. Las membranas se sometieron a 3 lavados con PBST y se procedio al
revelado de la actividad peroxidasa por quimioluminiscencia mediante el sistema ECL

(Amersham Biosciences).

111.9.6 COINMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS PRODUCIDAS IN VITRO.

[11.9.6.1 Produccién de proteinas in vitro .

Se empled un sistema de traduccién no celular para producir proteina a partir de
plasmidos de DNA. Para ello se empleé el sistema de transcripcion y traduccién acopladas
de Promega (TNT® Quick Coupled Transcription/Translation System). Este sistema libre de
células se basa en lisado de reticulocito de conejo, y se emplea para producir la proteina a
partir de DNA directamente. Las proteinas se produjeron tanto marcadas como no
marcadas con radiactividad. El marcaje se realizé por adicién al sistema de traduccién de
*S-metionina con una actividad de 1000 Ci/mmol a 15 mCi/ml (Amersham) siguiendo las

instrucciones del fabricante (se afiadieron 15 uCi totales en cada traduccion).

[11.9.6.2 Coinmunoprecipitacion.

Se emplearon proteinas sintetizadas in vitro. El analisis se llevé a cabo utilizando el
sistema de coinmunoprecipitacion de Clontech (Matchmaker COIP kit) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Estos estudios permiten confirmar por andlisis in vitro los
resultados obtenidos in vivo con el sistema de dos hibridos de levaduras para estudios de
interaccion de proteinas. Brevemente, se mezclan las dos proteinas producidas in vitro cuya
capacidad de interaccidén se quiere analizar. Se incuba 1 hora a temperatura ambiente. Se
aflade 1 pg de anticuerpo especifico para uno de las dos proteinas (cada proteina tiene
fusionado un epitopo que permite la deteccion con los anticuerpos anti HA y anti c-myc
respectivamente). Se incuba a temperatura ambiente de nuevo durante una hora. Se
aflade sefarosa conjugada con Proteina A y se incuba en agitacion durante otra hora. La

proteina A une especificamente inmunoglobulinas. Se centrifuga brevemente a 7000 rpm y
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se lavan varias veces la sefarosa con tampoén de lavado. Finalmente se resuspenden en
tampon de carga de electroforesis (capitulo 111.9.2) y se analiza por electroforesis la

presencia de una o las dos proteinas.

111.10 PURIFICACION DE VIRUS Y PROTEINAS DE ORIGEN VIRAL.

111.10.1 PURIFICACION DE PARTICULAS VIRALES DE PPV.

Las particulas virales se purificaron a partir de tejido vegetal infectado, con sintomas,
de plantas N. benthamiana descritos por Lain y colaboradores (Lain et al., 1988) para PPV

con algunas modificaciones (Lépez-Moya et al., 1994).

La concentracion de las particulas virales en las preparaciones purificadas se
determiné por densitometria a partir de andlisis electroforético (apartado 111.9.2) y tincion de
las proteinas, comparando la banda correspondiente a la CP viral con un patron de BSA de
concentracion conocida. Todo el proceso de purificacion se realizoé en frio y las particulas
virales purificadas se guardaron congeladas a -20 6 a -80°C para periodos de

almacenamiento superior a un mes.

Para todas las purificaciones virales se comprobd, mediante ensayos de transmision
por alimentacion artificial a través de membrana, que las particulas virales purificadas
estaban libres de proteina HC-Pro, y por tanto, no eran capaces de transmitirse a través de
pulgdon por si solas. También se comprobd su capacidad infectiva inoculando 0,5 pg en
plantas N. benthamiana y su capacidad de transmisién realizando ensayos de transmisién,
por alimentacion artificial a través de membrana, incluyendo en la solucién de alimentacion

ademas de particulas virales, proteina HC-Pro purificada de TEV (capitulo 111.10.2).

111.10.2 PURIFICACION DE PROTEINA HC-PRO DE TEV.

La presencia de proteina HC-Pro en preparaciones purificadas se verificd en ensayos
de Western blot (111.8.2) empleando anticuerpos monoclonales frente a la proteina HC-Pro y
su concentracion se determind por densitometria a partir de analisis electroforético (apartado
111.8.1) y tincién de las proteinas, comparando la banda correspondiente a HC-Pro con un
patrén BSA de concentracion conocida. El protocolo utilizado para purificar la proteina HC-
Pro del aislado TEV-HCH10 (que contiene una cola de seis histidinas fusionadas al extremo
amino terminal del HC-Pro, hisHC-Pro) se basa en el ya descrito (Blanc et al., 1999) con las
modificaciones detalladas por Ruiz-Ferrer y col. (Ruiz-Ferrer et al., 2005). Este
procedimiento es dependiente de las propiedades de unién de la cola de histidinas a una

resina de niquel.

54



Materiales y Métodos

I11.11 TRANSMISIONES.

En todos los experimentos de transmision se utilizaron pulgones apteros adultos que
se sometieron a un periodo de ayuno de 1-2 horas previo al ensayo, en viales de vidrio.
Cuando la fuente de adquisicién del virus fue una hoja, ésta se lavé previamente con PBST,
se aclar6 con agua destilada y se seco perfectamente antes de su uso. Tras el periodo de
adquisicion, los pulgones fueron transferidos a plantas individuales cubiertas con vasos de
vidrio para permitirles la inoculacién, y transcurridas 16 horas, se retiraron los vasos y se
pulverizaron con insecticida (Pirimicarb™ (Zeltia) al 0,05% p/v). Tras dos semanas se

observa la aparicion de sintomas.

111.11.1 TRANSMISION DE PLANTA A PLANTA.

Los pulgones fueron colocados sobre hojas cortadas de plantas, permitiéndoles un
tiempo de adquisicion de 5 min. A continuacion, se transfirieron con un pincel a las plantas
de ensayo, N. benthamiana de unos 2 cm. de altura (3-4 hojas verdaderas), en grupos de 10
pulgones aproximadamente por planta. Una vez dispuestos los pulgones en las plantas,
éstas fueron cubiertas con vasos de vidrio para evitar desplazamientos indeseados de los
insectos a otras plantas contiguas. Tras el periodo de inoculacion las plantas fueron

pulverizadas con insecticida.

111.11.2 TRANSMISION MEDIANTE ADQUISICION EN MEMBRA NA.

Este tipo de transmision se llevé a cabo utilizando un sistema de alimentacion
artificial de pulgones a través de membranas de Parafilm. Transcurrido el periodo de ayuno,
los pulgones fueron transferidos, en grupos de 50-60 individuos, a cilindros opacos cuya
abertura superior se cubrié con membranas estiradas de Parafilm. Sobre la membrana se
dispuso una gota de solucién alimenticia (40 pl) que contenia 20% de sacarosa en tampén
TSM (100mM Tris-H,SO,4 pH 7,2, 20mM MgSQ,) y particulas virales purificadas (0,2 ug/ul),
pudiendo ademas incorporar proteina HC-Pro purificada (0,2 pg/ul). Sobre la gota se colocé
un cubreobjetos de vidrio y se ilumin6é desde arriba con luz blanca. De esta forma, los
pulgones atraidos por la luz ascienden hacia la membrana y realizan pruebas de
alimentacion en las que pueden adquirir el virus durante un tiempo de adquisicion de 5 min.
Posteriormente los pulgones se transfirieron a plantas sanas (N. benthamiana) con la ayuda
de un pincel en grupos de 10 pulgones por planta. Una vez dispuestos los pulgones en las

plantas, éstas fueron cubiertas con vasos de vidrio para evitar desplazamientos indeseados
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de los insectos a otras plantas contiguas. Tras el periodo de inoculacion las plantas fueron

pulverizadas con insecticida.

111.11.3 TRANSMISION SECUENCIAL PLANTA-MEMBRANA.

En este tipo de transmisiones la alimentacion del pulgon se hace en dos etapas. En
una primera etapa se adquiere el factor HC-Pro. La adquisicion tiene lugar en hojas de N.
benthamiana que pueden haber sido agroinfiltradas con una construccion que permite la
expresion transitoria de la proteina, o también pueden proceder de plantas infectadas con
virus PPV 5.15 CP NAT (virus no es transmisible, y con una delecién en el extremo amino
terminal de la CP que inhabilita la interaccion con el factor HC-Pro). En la segunda etapa se

adquiere el virus purificado a través de membrana.

Tras el periodo de pertinente ayuno los pulgones se disponen sobre las hojas de N.
benthamiana y se produce un primer periodo de adquisicion de 5 minutos en el que los
pulgones tiene acceso al factor HC-Pro. Tras este primer paso los pulgones se transfieren,
en grupos de 50-60 individuos, a cilindros opacos cuya abertura superior se cubre con
membranas estiradas de Parafilm. Sobre la membrana se dispone una gota de solucion
alimenticia que contiene las patrticulas virales purificadas de igual modo que se hace en las
transmisiones por membrana. Los pulgones adquieren en este segundo paso las particulas
virales durante 5 minutos, tras los cuales se transfieren a plantas de ensayo (N.
benthamiana) en grupos de 10 pulgones por planta aproximadamente. Una vez dispuestos
los pulgones en las plantas, éstas son cubiertas con vasos de vidrio. Tras el periodo de

inoculacion las plantas se pulverizan con insecticida.

Primera Segunda
alimentacion alimentacion

Virus \,E

%ﬂéﬁ purificado —
&

Figura 10. Esquema de transmision secuencial. En una primera alimentacion el pulgén se deposita
sobre plantas de N. benthamiana. Tras 5 minutos de adquisicibn se pasan a cilindros opacos
cubiertos de Parafilm a través del cual los pulgones se alimentan. Por Gltimo, se depositan los
pulgones sobre las plantulas donde podrian inocular el virus en caso de que éste haya sido adquirido
en la segunda alimentacion.
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111.11.4 TRANSMISION SECUENCIAL PLANTA-PLANTA.

En este tipo de transmisiones los pulgones se alimentan también en dos etapas.
Tras el periodo de pertinente ayuno se disponen los pulgones para la primera alimentacion
sobre plantas de N. benthamiana durante un periodo de 5 minutos. Transcurrido este primer
periodo de adquisicién los pulgones se pasan a una nueva planta de N. benthamiana en la
que se produce un segundo periodo de adquisicion y/o inoculacion de 5 minutos. Tras el
segundo periodo de adquisicién los pulgones son transferidos en grupos de 10 pulgones a
plantas sanas de N. benthamiana. Una vez dispuestos los pulgones en las plantas, éstas
son cubiertas con vasos de vidrio. Tras el periodo de inoculacion las plantas se pulverizan

con insecticida y se espera unas dos semanas a la aparicion de sintomas.

111.12 PROGRAMAS INFORMATICOS.

[11.12.1 ANALISIS ESTADISTICO.

Para comparar los resultados de transmision de dos grupos de datos se utilizo el test
de Fisher. Si la comparacién se realizaba entre tres 0 mas grupos con repeticiones se
empled un analisis de la varianza (ANOVA) con un post-test de Tukey-Kramer. En todos los

casos se utilizé el programa informatico Graphpad Prism 4.

111.12.2 ESTUDIOS DE PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SE CUNDARIA DE
PROTEINA CP DE TEV.
La prediccion de la estructura secundaria de la CP de TEV se llevd a cabo a partir de

la secuencia de aminoacidos mediante la utilizaciébn del servidor para prediccion de

estructuras secundarias JPRED (http://www.compbio.dundee.ac.uk). Este programa emplea

a su vez otros programas informéticos que buscan secuencias conservadas comparando en

bases de datos y utilizan estos resultados para realizar la prediccion de estructura.
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IV.1 ESTUDIO DE INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA EN
VARIANTES NO TRANSMISIBLES DEL POTYVIRUS TEV.

El potyvirus TEV ha sido ampliamente utilizado como virus modelo para el estudio de
la transmision. La proteina HC-Pro se purifica siendo funcionalmente activa gracias a la
adicion de una cola de histidinas en el extremo amino terminal de la proteina y los niveles de
transmisién obtenidos en laboratorio rondan el 40%. El laboratorio disponia de una
coleccion de mutantes, con cambios puntuales en la regién rica en cisteinas del extremo
amino de la proteina HC-Pro. Todos estos mutantes eran infectivos y no transmisibles
(Llave, 1999). Sin embargo, la causa de su falta de transmisibilidad no habia sido analizada.
Por este motivo se decidi6 estudiar mediante distintas aproximaciones la causa para la

pérdida de funcién en estos mutantes.

IV.1.1 ESTUDIO DE INTERACCION DE HC-Pro DE TEV CONSIGO MISMO Y CON
LA PROTEINA DE LA CAPSIDA MEDIANTE ENSAYOS FAR WEST ERN BLOT.

Las primeras hipotesis sobre la falta de funcionalidad en los mutantes se relacionan
con una posible alteracién de la capacidad de interaccion consigo misma de la proteina HC-
Pro asi como con la proteina de la capsida CP. Ademas, recientes estudios estructurales
han probado que la forma de HC-Pro activa en transmision es al menos un dimero (Ruiz-
Ferrer et al., 2005), por lo que la proteina HC-Pro debe estar interaccionando consigo misma

para producir esta dimerizacion.

Resultados previos en nuestro laboratorio han permitido desarrollar un sistema de
andlisis de la interaccion de la proteina HC-Pro de TEV consigo misma asi como con la
proteina CP mediante un ensayo que utiliza proteina purificada hisHC-Pro de TEV. En este
tipo de ensayos se separan por electroforesis extractos de plantas infectadas con diferentes
variantes virales, se transfieren las proteinas a una membrana de nitrocelulosa que se
incuba primeramente con proteina purificada hisHC-Pro de TEV y después con un
anticuerpo monoclonal anti histidinas, que detectara la union de la proteina hisHC-Pro a
proteinas presentes en el extracto de plantas. En el caso de plantas infectadas con virus
TEV transmisible por pulgones se detectaria la interaccion de la proteina con el HC-Pro y la
CP propios del virus, observandose una banda a 53 KDa aproximadamente y otra a 33 KDa
respectivamente (Fernandez-Calvino, 2006). Se empled esta técnica para detectar la
interaccion de proteina hisHC-Pro de TEV purificada y activa en transmision con las

proteinas presentes en el extracto de plantas infectadas con las distintas variantes de TEV
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transmisibles y no transmisibles. Puesto que la proteina CP de los mutantes de TEV no esta
modificada respecto a la variante viral 7DA, un primer resultado esperado deberia ser la
deteccidén de la interaccién de la proteina superpuesta con la proteina CP, en todos los
casos. Sin embargo, tras numerosas repeticiones del ensayo sélo se detecto la interaccion
con la proteina CP en el caso de plantas infectadas con el virus transmisible HCH10.
Tampoco no se pudo detectar con claridad la interaccion de hisHC-Pro con la proteina HC-

Pro de las distintas variantes (figura 11).

A) Western Blot B) Far Western Blot

12345678910 12345678 910

R . W
- , ___ 50KDa
_-— _ J
a _36KDa
1° o his MAb 1° hisHC-Pro
29 GAMPO 2° o his MAb

3° GAMPO

Figura 11. Ensayo de interaccién de la proteina purificada hisHC-Pro de TEV con extractos de
plantas infectadas con diferentes variantes del virus TEV separadas por SDS-PAGE. Las muestras
se distribuyeron segun se indica: Planta no infectada (carril 1), marcador molecular (carril 2), planta
infectada con las variantes de TEV HCH10, 7DA, AH, GD, ID, IM y VE, respectivamente (carriles 3, 4,
5,6, 7, 8y9)y proteina hisHC-Pro purificada (carril 10). Se separaron los extractos por electroforesis
y se transfieren a membranas de nitrocelulosa y analizaron por Western (A) o Far Western blot (B).
Las incubaciones del ensayo Far Western blot se realizaron con proteina hisHC-Pro de TEV y con un
anticuerpo monoclonal anti histidinas y un anticuerpo secundario GAMPO. En el ensayo control por
Western blot (panel A) el paso de incubacion con proteina HC-Pro fue omitido y las incubaciones se
realizaron Unicamente con los anticuerpos mencionados. El revelado se realiz6 empleando el
sistema quimioluminiscente ECL.

El hecho de que la interaccion entre la proteina CP de las diferentes variantes de
TEV analizadas y la proteina hisHC-Pro purificada no se detecte en ensayos de Far Western
blot podria estar indicando que estas variantes no fueran transmisibles por pulgén, ya que
dicha interaccién se considera una condicion sine qua non para el proceso. En efecto ya se
habia demostrado la falta de transmisibilidad en los mutantes producidos en el laboratorio

(Llave et al., 2002), sin embargo, el clon completo 7DA se consideraba tedricamente
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derivado de una cepa viral transmisible, la cepa denominada HAT, secuenciada por Allison y
colaboradores (Allison et al.,, 1986), por lo que la falta de interaccién observada podria
indicar que el clon disponible en el laboratorio no representara exactamente la cepa
esperada. Para estudiar esta posibilidad se realizaron ensayos de transmisién de planta a
planta usando tejido sistémico infectado con las variantes del virus TEV disponibles: la
variante 7DA (supuestamente transmisible), y que decidimos denominar 7DA-CIB para
distinguirla de otras construcciones similares, y la variante HCH10 (variante que porta 6
histidinas en el extremo amino terminal de la proteina HC-Pro y que también es
supuestamente transmisible). Los resultados de la transmisién se muestran en la tabla 8.
La variante de virus TEV HCH10 fue transmitida por pulgones con un porcentaje de

transmision del 33%, mientras que la variante 7DA-CIB no fue transmitida por pulgones.

Para analizar si la falta de transmisibilidad de esta variante 7DA-CIB se debia a
modificaciones en la proteina CP (una posibilidad, puesto que la interaccion entre CP y
hisHC-Pro no se habia detectado en los ensayos de Far Western blot) y no a posibles
alteraciones en la region codificante de HC-Pro, se realizaron también trasmisiones a travées
de membranas de Parafim® empleando particulas virales purificadas y asistencia con
proteina hisHC-Pro purificada y activa en transmision procedente del clon HCH10. Los
resultados de estas transmisiones pusieron de manifiesto que las particulas virales de TEV
7DA-CIB purificadas no eran transmitidas en ensayos de transmision por membrana con la
asistencia de proteina hisHC-Pro de TEV. Por el contrario, las particulas de virus purificado
HCH10, incluidas como control positivo del experimento, si que fueron transmitidas con la

asistencia de proteina hisHC-Pro purificada (tabla 9).

Tabla 8. Transmision por pulgones de planta a planta de los clones del virus TEV 7DA y HCH10.

Adguisicién Transmision

Virus Total® Porcentaje

TEV 7DA-CIB
10dpi
TEV HCH10
10dpi

0/24 0%

8/24 33.3%
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Tabla 9. Transmisién por pulgones de virus purificado TEV 7DA y HCH10 a través de membrana por
asistencia de proteina purificado hisHC-Pro de TEV.

Adquisicién Transmisién
Virus hisHC-Pro Total’ Porcentaje
TEV 7DA-CIB
0.2 mg/ml 0/24 0%
0.2 mg/ml
TEV 7DA
- 0/24 0%
0.2 mg/ml
TEV HCH10
0.2 mg/ml 23/24 95.8%
0.2 mg/ml
TEV HCH10
- 0/24 0%
0.2 mg/ml

En resumen, la variante TEV 7DA-CIB no fue transmitida en ensayos de planta a
planta (tabla 8) ni en ensayos de transmisién por membrana (tabla 9), donde la proteina
hisHC-Pro de TEV purificada si fue capaz de asistir la transmision del virus purificado
HCH10. Por tanto, la falta de transmisibilidad del clon 7DA se podria deber a algun tipo de

defecto en su proteina de la cépsida.

Para analizar esta posibilidad, se realiz6 una extraccibn de RNA total de plantas
infectadas y posterior RT-PCR y secuenciacién de la region de la cipsida de los virus 7DA-
CIB y HCH10 empleados en los ensayos de transmisién. Se encontraron diferencias con las
secuencias descritas previamente (Allison et al., 1986, Lopez-Moya et al., 1999, Carrasco et
al., 2006). En la figura 12 se muestra un alineamiento de las secuencias observadas tras la
RT-PCR y secuenciacion de los clones de TEV 7DA-CIB y HCH10 y la secuencia publicada
por Allison en 1986 (nUmero GeneBank NC_ 001555) y por Carrasco y colaboradores para
el aislado 7DA (nimero GeneBank DQ986288). La secuencia publicada por Allison en 1986
para el aislado HAT (high aphid transmissisble) presenta dos motivos DAG en el contexto
VDAGADAG, comenzando en posicion +4 respecto al extremo amino terminal. La secuencia
publicada por Carrasco en 2006 presenta en cambio en la misma posicion VGAGVDAG
para un clon completo de TEV denominado 7DA, coincidiendo con la secuencia encontrada
por Loépez-Moya y colaboradores (LOpez-Moya et al., 1999) para el mismo. EIl clon HCH10
secuenciado en nuestro laboratorio present6 la secuencia correspondiente a la publicada

por Allison para el aislado HAT. Finalmente el clon de 7DA-CIB disponible en nuestro
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laboratorio contenia una secuencia no descrita anteriormente, conteniendo en la posicion

equivalente la secuencia VDAGVDAG (figura 12). Asimismo, se observo que tanto los dos

clones analizados por RT-PCR como la secuencia publicada por Carrasco presentaban un

segundo cambio en la secuencia aminoacidica, esta vez en la region central de la proteina,

produciéndose un cambio conservativo de aspartico a glutdmico en la posicién 136 respecto

a la publicada por Allison (figura 12).
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias correspondientes a la regién codificante de la proteina de
la capsida de TEV, publicadas por Allison y por Carrasco con las secuencias obtenidas por
amplificacion mediante RT-PCR y secuenciacién de muestras de RNA total procedentes de plantas
infectadas con los transcritos de los clones TEV 7DA-CIB y TEV HCH10 disponibles en el laboratorio.

Los aminoacidos sombreados con el mismo color estan conservados en las secuencias alineadas.
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Para descartar la posibilidad de que este cambio amionoacidico presente en la
secuencia del clon 7DA-CIB fuese una mutacién puntual Unicamente en ese clon se realiz
una RT-PCR y secuenciacion de la regiéon de la CP en plantas infectadas con cada uno de
los mutantes estudiados. Los datos de secuencia mostraron que ésta era idéntica en todos
los mutantes a la secuenciada del clon 7DA-CIB. Para confirmar que esta secuencia ya
estaba presente en el pldsmido de DNA y no era resultado de algun fenbmeno ocurrido
durante la transcripcion también se secuenci6 la region codificante de la CP en el DNA
plasmidico de los clones de TEV 7DA-CIB, HCH10 y de los distintos mutantes, volviéndose

a observar los mismos resultados.

Con el fin de confirmar que la interaccion entre la CP del virus 7DA-CIB y moléculas
activas de HC-Pro estd inhabilitada también se repiti6 el ensayo de Far Western blot
empleando particulas de virus purificado 7DA-CIB y HCH10 en lugar de extractos de plantas
infectadas con dichos virus. Se separaron por electroforesis muestras de virus purificado y
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Tras incubar con proteina hisHC-Pro
purificada y revelar la interaccién se observé que las particulas purificadas de virus HCH10
si interaccionaron con hisHC-Pro mientras que las particulas purificadas de virus 7DA-CIB

no lo hicieron (datos no mostrados).
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IV.1.2 ESTUDIO DE INTERACCION DE HC-PRO DE TEV CON LA PROTEINA DE
LA CAPSIDA DEL VIRUS.

El analisis por Far Western blot ha permitido detectar una nueva modificacion en el
cistron de la proteina CP que inhabilita la interaccion entre la proteina CP y proteina
purificada hisHC-Pro. Para poder estudiar la interaccién de la proteina HC-Pro de todas las
variantes de TEV disponibles en nuestro laboratorio se buscé un sistema alternativo de
andlisis de interacciones proteina-proteina. Resultados previos en nuestro laboratorio
habian demostrado la funcionalidad de moléculas de HC-Pro expresadas en un sistema
heterdlogo utilizando la levadura metilotrofica Pichia pastoris (Ruiz-Ferrer et al., 2004). Este
resultado indicaba que la proteina HC-Pro producida en levaduras retiene su funcionalidad.
Por este motivo se escogid el sistema de dos hibridos de levaduras para el estudio de las
interacciones de la proteina HC-Pro procedente de los diferentes clones transmisibles y no

transmisibles con la proteina de la capsida.

IV.1.2.1 Estudio de la interaccion de las variantes de HC-Pro de TEV con la
proteina de la capsida del virus mediante el sistem a de dos hibridos de

levaduras.

Con el fin de analizar si las proteinas de HC-Pro de TEV modificadas en su extremo
amino terminal procedentes de los clones no transmisibles generados previamente en
nuestro laboratorio (Llave et al., 2002) eran capaces de interaccionar con la proteina CP del
mismo virus, se llevd a cabo un estudio basado en el sistema de dos hibridos de levaduras
(YTHS). La interaccion entre la proteina HC-Pro y la proteina CP es necesaria para que se
produzca la transmision del virus y por tanto una posible causa de la pérdida de transmisiéon
de estos mutantes de TEV podria ser la pérdida de la interaccion de estas proteinas de
secuencia modificada con la proteina CP del virus. Para clonar la proteina CP de TEV se
empled el clon completo HCH10 cuya secuencia es idéntica, como ya hemos indicado
(figura 11), a la publicada para el aislado altamente transmisible por pulgones publicada por
Allison (GeneBank NC_001555). Las distintas proteinas HC-Pro con diferentes
modificaciones en el extremo amino terminal se extrajeron de los clones completos
disponibles en el laboratorio (figura 13). De este modo se generaron todos los plasmidos

necesarios para el estudio.
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1| HC-Pro | 7DA 3
2 L HICF o | HCH10 Funcionales

3 L X HC-Pro | Y )

4 [ X HC-Pro | G,,,D \

5 L X HC-Pro | VA

6 X HC-Pro | AgyeH No Funcionales
7 L x HC-Pro | 1,,,D

8 L X HC-Pro | KaseN )

Figura 13. Representacion esquematica de las variantes de proteina HC-Pro de TEV empleadas en
los estudios de dos hibridos (la numeracion empleada hace referencia a la posicién en la poliproteina).
1. Proteina del virus no modificado. 2. Proteina con una insercion de 6 histidinas en el extremo amino
que permite la purificacién por cromatografia de afinidad de la proteina. 3. Proteina con el cambio lle
por Met en el dominio conservado KITC. 4. Proteina HC-Pro con el cambio Gly por Asp en la posicién
343. 5. HC-Pro con el cambio Val por Glu en la posicion 345. 6. HC-Pro con el cambio Ala por His en
la posicion 346. 7. HC-Pro con el cambio lle por Asp en la posicion 348. 8. Proteina HC-Pro con el
cambio Lys por Asn en el dominio conservado KITC. Las distintas proteinas se han separado en dos
categorias. Las denominadas funcionales en transmision son aquellas que cuando introducidas en el
clon completo infeccioso producen un virus transmisible por pulgones y las no funcionales producen
un virus no transmisible.

El dominio PTK de la regién central de la proteina HC-Pro ha sido implicado en la
interaccion entre la proteina HC-Pro y la proteina CP (Peng et al., 1998). EI cambio de
alanina por treonina en este dominio generando un dominio PAK anula esta interaccion. Por
este motivo se decidid6 generar una proteina HC-Pro modificando este dominio. Esta
proteina HC-Pro modificada se podria emplear como control negativo de interaccién puesto
gue la modificacion alanina por treonina deberia anular la interaccién entre HC-Pro y CP

segun se desprende del trabajo publicado por Peng y colaboradores.

El sistema de dos hibridos de levaduras se basa en la naturaleza modular de algunos
activadores transcripcionales de eucariotas (ver capitulo 11.8.3). Si las proteinas analizadas
interaccionan entre si, se produce la activacion de diversos promotores transcripcionales
qgue permiten detectar la interaccion. Este estudio requiere el uso de proteinas de fusion en
las que se fusionan fragmentos de un activador transcripcional a las proteinas cuya
capacidad de interaccion se quiere analizar. El andlisis se llevd a cabo utilizando la cepa de

levadura AH109 que tiene los genes delatores HIS3, ADE4 y lacZ bajo el control de tres
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promotores independientes. Esta cepa permite el uso de varios genes delatores al mismo
tiempo, facilitando la discriminacién entre falsos positivos e interacciones verdaderas. En un
primer paso se transformé esta cepa de S. cerevisiae con los dos hibridos correspondientes
en cada caso Yy se analizo el crecimiento de la levadura en medio minimo SD —Leu—Trp. En
estas condiciones de seleccion solo crecen aquellas levaduras transformadas con los dos
hibridos pGAD y pGBK simultdneamente. Posteriormente las colonias que crecieron en
medio SD —Leu-Trp se pasaron a un medio de seleccion de interaccion SD-WAHL,
empleando histidina y adenina como agentes para la seleccion de interaccion y manteniendo
la ausencia de leucina y triptéfano para mantener los hibridos por presion de seleccién. Si
existe interaccion entre los productos de fusion codificados por los plasmidos pGAD y pGBK
se activard el factor de transcripcién de los genes delatores y se observara crecimiento en el
medio de seleccién dado que se activa la transcripcion de los genes HIS3 y ADE2 vy la
levadura puede sintetizar este aminoacido y este nucleétido por si misma. Como controles
de la interaccion se emplearon productos de fusidn ya estudiados y ajenos a nuestro estudio:
los productos de fusion pGAD-T (antigeno T largo del poliovirus SV40) y pGBK-p53
(proteina p53 de origen murino) cuya interaccion es conocida en el sistema (Iwabuchi et al.,
1993, Li & Fields, 1993), y como control negativo se usaron los productos de fusion pGAD-T
y pGBK-lam (proteina lamina C de origen humano). La proteina lamina C no forma
complejos ni interacciona con un gran namero de proteinas estudiadas, por lo que se

recomienda su uso como control negativo de interaccion (Bartel et al., 1993).

La interaccién de la proteina CP de potyvirus consigo misma, asi como con la
proteina HC-Pro en potyvirus ha sido descrita en varios sistemas (Blanc et al., 1997, Guo et
al.,, 2001) incluyendo el sistema de dos hibridos de levaduras para otros potyvirus. Se
analizé la interaccion de la proteina CP de TEV con todas las variantes de HC-Pro de TEV,
asi como la interaccién de la CP consigo misma. La proteina CP interacciona consigo
misma para formar la particula viral durante la encapsidacién del virus, por lo que resultaba
un buen control positivo interno del sistema. Asimismo se analiz6é la interaccion de la
proteina HC-Pro de TEV HCH10 consigo misma como un segundo control puesto que se
sabe que la proteina hisHC-Pro de la variante de TEV HCH10 activa en transmision es al

menos un dimero (Ruiz-Ferrer et al., 2005).
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Tabla 10. Analisis de las interacciones entre CP y HC-Pro de TEV por el sistema de dos hibridos de
levaduras. Crecimiento en medio de seleccién de interaccion SD-WAHL.

AD? BD" SD-WAHL °

HC-Pro 7DA CP -
HC-Pro HCH10 CP -
HC-Pro IzssM CP -
HC-Pro Gz43D CP -
HC-Pro VissE CP -
HC-Pro AzseH CcP -
HC-Pro l3sD CP -
HC- Pro KssgN CP -
HC-Pro TeisA CP -
CP HC-Pro 7DA -
CP HC-Pro HCH10 -
CP HC-Pro lzsoM -
CP HC-Pro Gz43D -
CP HC-Pro VassE -
CP HC-Pro AzseH -
CP HC-Pro l3sD -
CP HC- Pro KasgN -

CP HC-Pro Ti3A
HC-Pro HCH10 HC-Pro HCH10 +
CP CP -
Antigeno T P53 +
Lam C P53 -

® Proteinas de fusion generadas en el plasmido pGADT7.
® Proteinas de fusion generadas en el plasmido pGBKT?7.
¢ Crecimiento en medio selectivo SD-WAHL.

Las levaduras se transformaron con las dos construcciones correspondientes a cada
caso. Crecieron en un medio selectivo SD-Leu-Trp en el que se seleccionan las levaduras
transformadas simultdneamente con los dos vectores. Posteriormente colonias aisladas que
crecieron en este medio se pasaron al medio se seleccion de interaccion SD-WAHL. Los
resultados se muestran en la tabla 10. No se observé crecimiento en este medio selectivo
en ninguno de los casos en los que estuvo implicada la proteina CP. No se observo
interaccidn consigo misma, ni con ninguna de las proteinas de fusion de HC-Pro analizadas.
Sin embargo, la interaccion de la proteina hisHC-Pro consigo misma si fue detectada. Los
ensayos se realizaron en las dos orientaciones posibles introduciendo la secuencia
codificante de cada proteina en cada uno de los dos vectores, y sin embargo la interaccion

no se observé en ninguna de las dos orientaciones.
Con el fin de relajar las condiciones de seleccién de la interaccion se prepararon

placas con medio empleando Unicamente el gen delator HIS3. Sin embargo los resultados

no fueron satisfactorios puesto que todas las levaduras, incluido el control negativo pGAD
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lam/pGBK p53, mostraron el mismo comportamiento en este medio. A tiempos largos de
incubacién se apreciaba un leve crecimiento de la levadura en todos los casos. Por tanto el

uso de un Unico gen delator no permite en nuestro caso detectar interacciones.

Una posibilidad que explicaria la observada falta de interaccion en el sistema es que
los productos de fusidon no se expresen. Para confirmar si habia una correcta expresion de
las proteinas de fusion en la levadura se realiz6 un ensayo Western blot. Se extrajeron las
proteinas totales de cultivos de levadura en medio SD-Leu-Trp y se analizé la produccion de
las proteinas de fusion en los extractos. Se utilizaron anticuerpos especificos de los
dominios de activacion y unién a DNA asi como un anticuerpo policlonal especifico de la CP
de TEV. La expresion de las proteinas de fusién procedentes de los plasmidos derivados
de pGADT7 fue en todos los casos baja e incluso indetectable en algunos casos. Se
necesitaron tiempos de exposicion mucho mas largos que para detectar las proteinas de

fusién procedentes de todos los plasmidos derivados de pGBKT?7.

En la literatura se han descrito numerosos casos en los que interacciones
funcionales no pueden ser detectadas por el sistema de los dos hibridos. A menudo la
generacion de variantes delecionadas de la proteina facilita el estudio de las interacciones
entre proteinas. Por este motivo se decidid hacer un andlisis de prediccion de estructura
secundaria de la proteina CP de TEV y generar variantes delecionadas en regiones no
estructuradas de la proteina para repetir los estudios de interaccién de la proteina CP
consigo misma asi como con HC-Pro de TEV y sus variantes no transmisibles. Para ello
empleamos el servidor disponible en Internet denominado JPRED. El sistema hace una
basqueda en bases de datos con la secuencia de la proteina cuya estructura secundaria
queremos predecir para encontrar proteinas homaologas, realiza un alineamiento multiple de
secuencias y determina las regiones conservadas. Con estos datos y utilizando un
segundo algoritmo denominado JNET predice la estructura secundaria de la proteina que
estamos estudiando. Cuando se emples este programa para la secuencia de la proteina CP
de TEV, se obtuvo el resultado que se presenta a continuacién (figura 14), donde se
muestra la secuencia de la proteina y en la fila inferior la estructura predicha por el programa.
La letra H hace referencia a hélices alfa y la letra E hace referencia a laminas beta. El
aminodcido en el que comienza o termina prematuramente la proteina para las variantes
delecionadas generadas en nuestro trabajo se ha remarcado con una flecha sobre el residuo

que indica el comienzo (—) o terminacién (<) del fragmento proteico estudiado (figura 14).
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Figura 14. Secuencia de la proteina de la capsida CP y prediccién de su estructura secundaria
mediante el programa JPRED. La letra H simboliza hélices alfa y la letra E laminas beta. Las
regiones para las que no hay prediccion de su estructura secundaria se marcan con guiones.
También se han sefialado con una flecha orientada a la derecha los residuos en los que comienza
cada variante de delecion del extremo amino teminal y con una flecha orientada a la izquierda las
variantes truncadas por delecién en el extremo carboxilo.

Se generaron proteinas en las que aproximadamente un tercio y dos tercios de las
regiones amino y carboxilo terminal fueron delecionados. Las deleciones se llevaron a cabo
en puntos donde no habia regiones con prediccion de estructura secundaria. Un esquema

de las deleciones se muestra a continuacion (figura 15).
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Figura 15. Esquema representativo con las variantes delecionadas de la CP de TEV. Se sefiala la
secuencia aminoacidica por la que comienza y termina el fragmento considerado en cada caso.

La tabla 11 muestra el resultado de todas las combinaciones analizadas para la
interaccion de la proteina CP y las variantes F1, F2, R1 y R2 consigo mismas y con proteina
HC-Pro activa en transmision (derivada de la variante 7DA-CIB). Se analiz6 el crecimiento
de la levadura transformada con los vectores correspondientes en cada caso sobre medio
SD-WAHL. No se detectd interaccion de las diferentes variantes de CP consigo mismas ni
tampoco con proteina HC-Pro. Unicamente en el caso de la proteina R2 se pudo observar
interaccion consigo misma, no asi con proteina HC-Pro. Ademas el crecimiento de la
levadura transformada con R2 fue mas lento que el control positivo del sistema, indicando

una interaccion débil.
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Tabla 11. Analisis de la interaccion de las diferentes versiones truncadas de la proteina CP de TEV
consigo misma como con la proteina HC-Pro de TEV activa en transmisiéon por el sistema de dos
hibridos de levaduras. Crecimiento de la levadura en medio de seleccion de interaccion SD-WAHL.

AD? BD" SD-WAHL °
Antigeno T p53 +
Antigeno T lam C -
HC-Pro 7DA HC-Pro 7DA +
HC-Pro 7DA CP -
CP HC-Pro 7DA -
CP CP -
F1 F1 -
F2 F2 -
R1 R1 -
R2 R2 +/-
F1 CP -
CP F1 -
F2 CP -
CP F2 -
R1 CP -
CP R1 -
R2 CP -
CP R2 -
F1 HC-Pro 7DA -
HC-Pro 7DA F1 -
F2 HC-Pro 7DA -
HC-Pro 7DA F2 -
R1 HC-Pro 7DA -
HC-Pro 7DA R1 -
R2 HC-Pro 7DA -
HC-Pro 7DA R2 -

% Proteinas de fusion generadas en el plasmido pGADT7.
® Proteinas de fusion generadas en el plasmido pGBKT?7.
¢ Crecimiento en medio selectivo SD-WAHL.

A la vista de los resultados obtenidos con el sistema de dos hibridos para las
variantes delecionadas de la CP de TEV parece confirmarse que este sistema no permite
detectar la interaccion entre CP y HC-Pro, imprescindible como control positivo para poder
estudiar las variantes de HC-Pro modificadas procedentes de los clones infecciosos no

transmisibles por pulgén.

73



Resultados

IV.1.2.2 Estudio de la interaccion de las diferente s proteinas de HC-Pro de TEV
no transmisibles con la proteina CP del mismo virus mediante

inmunoprecipitacion de proteinas producidas in vitr 0.

Se realizaron estudios de inmunoprecipitacion de las proteinas producidas in vitro
para estudiar la interaccion de las mismas. El sistema de dos hibridos de levadura permite
la expresion de las diferentes proteinas fusionadas a epitopos especificos (figura 16). De
este modo, mediante el uso de anticuerpos especificos para estos epitopos se pueden
coinmunoprecipitar las proteinas y por tanto estudiar la capacidad de interaccion de estas
proteinas expresadas in vitro ya que, si las proteinas interaccionan entre si, pueden
precipitar simultaneamente empleando Unicamente el anticuerpo especifico de uno de los

dos epitopos.

T7 Proteina A L PGAD
HA

T7 Proteina B — pGBK
c-myc

Figura 16. Representacién esquematica de las construcciones pGAD y pGBK a partir de las que se
realiza la transcripcion con T7 polimerasa y traduccion de las proteinas. Las proteinas producidas en
el plasmido pGAD presentan una fusidon en su extremo amino terminal con el epitopo HA vy las
producidas en el plasmidos pGBK una fusion con el epitopo c-myc.

Se estudié la interaccion de la proteina CP de TEV con las diferentes variantes
transmisibles y no transmisibles de la proteina HC-Pro de TEV. También se analizaron
como controles las interacciones de CP y HC-Pro activo en transmisién consigo mismos,
puesto que se conoce la capacidad de oligomerizacion de ambos. Se expresaron todas las
proteinas marcadas radiactivamente con metionina S** excepto en el caso en el que se
analiz6 la interaccion de las proteinas CP y HC-Pro consigo mismas. En estos casos sélo
se realizO6 marcaje radiactivo (sefialado en las figuras 17 y 18 como un asterisco) para
aguella proteina que no presentara el epitopo correspondiente al anticuerpo con el que se
realiza la precipitacion. Se utilizaron anticuerpos correspondientes a uno de los dos

epitopos y se analiz6 la interaccion.
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Los resultados de las inmunoprecipitaciones usando los anticuerpos policlonal a HA
y monoclonal a c-myc revelaron problemas de especificidad. En concreto, la proteina CP
sin el epitopo HA precipitaba en presencia del anticuerpo anti HA (figura 17), y lo mismo
ocurria cuando se empleé el anticuerpo anti c-myc (figura 18), por lo que no es posible

determinar la capacidad de interaccion de CP y HC-Pro de TEV entre si.

HC-Pro [ HC-Pro
i i - | AgT*| cpr P P~ | cP+ | AgT*
Fusién con epitopo HA g c CP | oA | 70ax | © c 9
<2 . HC-Pro HC-Pro HC-Pro | HC-Pro
Fusion con epitopo c-myc | CP* |LamC* cP cP P53+
pItopo c-my *7DA* 7DA* Aguaht* | Teuep*
+Ab a HA

1 2 3 4 5 6 7 8 9

__AgT
HC-Pro —
__p53
CcP—
LamC—

Figura 17. Analisis por SDS-PAGE de la coinmunoprecipitacion de las proteinas HC-Pro y CP de
TEV. En la tabla sobre la imagen se indican en cada columna las proteinas incubadas en el carril que
se analiza debajo. Para precipitar las proteinas se emple6 el anticuerpo a HA. Como controles se
emplearon dos proteinas que no interaccionan entre si (carril 2) y dos proteinas que si interaccionan
(carril 9). La identificacion por tamafio de las proteinas se indica en los margenes derecho e
izquierdo de la figura. Para control de especificidad se empled proteina CP sin el epitopo para
precipitar (carril 1). Para los estudios de interaccién de CP y HC-Pro consigo mismos se expresé
proteina radiactiva y no radiactiva, indicandose mediante un asterisco la presencia de marcaje (*).
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‘2 . Antigeno HC-Pro HC-Pro
Fusion con epitopo HA P* pP*
pitop ™ c oA | © 7DA*
.2 p HC-Pro
- L * - - p*
Fusién con epitopo c-myc | LamC 7DA* C
+ MAb a c-myc
1 2 3 4 5
HC-Pro__ = i o -
CP_ — . .
lamc__

Figura 18. Andlisis por SDS-PAGE de la coinmunoprecipitacion de las proteinas HC-Pro y CP de
TEV. En la tabla sobre la imagen se indican en cada columna las proteinas incubadas en el carril que
se analiza debajo. Para precipitar las proteinas se empleé el anticuerpo a c-myc. La identificacion por
tamafio de las proteinas se indica en el margen derecho de la figura. Se observa que en ausencia de
proteina unida al epitopo c-myc, la proteina CP unida a epitopo HA también precipita con este
anticuerpo (carril 2). Lo mismo ocurre para la proteina HC-Pro (carril 3). El control con dos proteinas
ajenas al estudio de las que se conoce que no interaccionan entre si se muestra en el carril 1.

IV.1.3 ESTUDIO DE INTERACCION DE LA PROTEINA HC-Pro DE TEV CONSIGO
MISMA.

IV.1.3.1 Estudio de interaccion del factor HC-Pro ¢ onsigo mismo por el sistema
de dos hibridos.

Dado que el YTHS si fue efectivo en el andlisis de la interaccion de la proteina
hisHC-Pro consigo misma (tabla 10), decidimos emplear este sistema para profundizar en el
estudio y comprobar si las distintas proteinas HC-Pro procedentes de los clones no
transmisibles de TEV eran también capaces de interaccionar consigo mismas. Este estudio
se llevo a cabo con toda la serie de mutantes disponibles (figura 13). Se emplearon seis
mutantes de TEV y se analiz6 para cada una da las variantes de HC-Pro su capacidad de
interaccion consigo misma. También se analiz6 el comportamiento de la proteina HC-Pro

procedente de los clones 7DA-CIB y HCH10 como controles de interaccién positiva.
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El analisis de las interacciones se llevé a cabo de la misma forma que en el caso de
las distintas proteinas HC-Pro con la proteina CP. Los resultados se muestran en la figura
19 y un resumen de los mismos en la tabla 12. Se observo la interaccion de todos los
factores HC-Pro estudiados consigo mismos ya que las levaduras transformadas con las

diferentes combinaciones de HC-Pro crecieron en el medio de seleccion de interaccion.
A

Figura 19. Aspecto de la levadura creciendo en los distintos medios de seleccion utilizados en el
ensayo de dos hibridos. A. Levadura transformada con los vectores pGAD y pGBK en medio
selectivo SD —-Leu—Trp. B y C. Levadura creciendo en medio selectivo de interaccion SD-WAHL +.
Control positivo de interacciéon -. Control negativo de interaccién 1.HC-Pro 7DA 2.HC-Pro HCH10
3.HC-Pro I3ssM 4.HC-Pro G3u3D 5.HC-Pro V34;sE 6.HC-Pro AzsgH 7.HC-Pro l345D. 8. HC-Pro KssgN
Tabla 12. Andlisis de interaccion por ensayo de dos hibridos de las diferentes proteinas HC-Pro de
TEV consigo mismas. Crecimiento en medio selectivo de interaccion.

AD BD SD-WAHL
HC-Pro 7DA HC-Pro 7DA +
HC-Pro HCH10 HC-Pro HCH10 +
HC-Pro I3s5oM HC-Pro lzsoM +
HC-Pro GsssD HC-Pro GassD +
HC-Pro VassE HC-Pro VassE +
HC-Pro AsssH HC-Pro AzssH +
HC-Pro ls4gD HC-Pro lzsgD +
HC- Pro KssgN HC- Pro KssgN +
Antigeno T P53 +
Lam C P53 -

Para descartar algun fenbmeno de activacion espontanea de los promotores de los
genes delatores en ausencia de interaccion se transformé la levadura con cada uno de las
construcciones de fusion junto con el vector vacio correspondiente al segundo vector de
fusion. En ningun caso se observé crecimiento de la levadura en el medio de selecciéon de

la interaccién, indicando que los genes delatores no se activaron espontaneamente.
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Con el fin de cuantificar la fuerza de la interaccién de cada proteina de fusion consigo
misma se decidié emplear el tercer gen delator lacz. Para ello se crecieron las levaduras en
medio de seleccién de interaccion liquido y posteriormente se hizo un ensayo de
cuantificacién de la actividad (-galactosidasa producida por la levadura. Tedricamente,
cuanto mas fuerte sea la interacciébn entre los productos de fusidén estudiados, mayor
cantidad de enzima se producird, y en presencia de un sustrato colorimétrico mayor sera la
coloracién del medio. Los extractos de las levaduras que portaban los plasmidos
correspondientes mostraron niveles de activacion del gen lacz muy inferiores a las presentes
en el control positivo de interaccion pGAD-T/pGBK-p53 y en ocasiones incluso fueron
inferiores al nivel basal detectado en el control negativo de interaccion pGAD-lam/pGBK-p53
(figura 20). Este experimento se repitid tres veces y en todos los casos el valor cuantitativo

de actividad B-galactosidasa se calcul6 a partir de 6 colonias independientes.
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Figura 20. Representacién en diagrama de barras del resultado del ensayo cuantitativo de actividad
B-galactosidasa. Se consider6 valor 0 de actividad B-galactosidasa al valor de absorbancia de los
extractos de levadura transformada con el control negativo pGAD-lam/pGBK-p53. EIl control positivo
procede de extractos de levadura transformada con los vectores pGAD-T/pGBK-p53.

Se puede observar una mayor activacién del gen delator lacz para el caso de las
proteinas HC-Pro que son funcionalmente activas en transmisién. La activacion del gen lacz
fue menor en todos los casos comparada con la producida en el control positivo del sistema
pGAD-T/pGBK-p53.
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IV.1.3.2 Estudio de interaccion de HC-Pro de TEV co nsigo mismo por
inmunoprecipitacion de proteinas producidas in vitro .

Para analizar la interaccion con un método alternativo al sistema de dos hibridos y
poder comparar los resultados obtenidos se empleé de nuevo la técnica de
coinmunoprecipitacion. Como ya se ha indicado, los vectores de fusion generados para los
estudios de dos hibridos permiten producir proteina en sistemas no celulares por
transcripcién y traduccion in vitro, presentando una fusion en su extremo amino terminal que
incorpora un epitopo para el reconocimiento de la proteina de fusion por parte de un

anticuerpo especifico (figura 15).

El andlisis de interaccion de cada uno de los factores HC-Pro consigo mismo dificulta
el andlisis puesto que ambas proteinas tienen el mismo tamafio, y no se pueden distinguir
por electroforesis. Por este motivo el estudio se llevd a cabo empleando dos tipos de
proteina marcada radiactivamente y sin marcar. Asi, si empleamos el anticuerpo anti c-myc
produciremos esta proteina de fusidn sin marcaje radiactivo y solo la que tiene el epitopo HA
estara marcada radiactivamente. Si hay interaccion entre ambas proteinas podremos
detectar una banda del tamafo adecuado por SDS-PAGE (figura 21).

Fusion con epitopo HA + + + + + + + +

Fusion con epitopo c-myc - + + + + + + +

HC-Pro

Figura 21. Inmunoprecipitacion de la proteina HC-Pro. La proteina HC-Pro unida al epitopo HA fue
marcada radiactivamente (en rojo). La proteina HC-Pro unida al epitopo c-myc se tradujo en
ausencia de S*-metionina (en negro). Para precipitar las proteinas se empled el anticuerpo
monoclonal a c-myc. 1.-Control de especificidad, inmunoprecipitacién de la proteina HC-Pro 7DA
fusionada a HA y anticuerpo a c-myc, en ausencia de proteina unida a c-myc. 2.-Inmunoprecipitacion
de proteina HC-Pro Vz4sE. 3.-Inmunoprecipitacion de HC-Pro HCH10. 4.-Inmunoprecipitacion de HC-
Pro AassH. 5.-Inmunoprecipitacion de HC-Pro Gs43D. 6.-Inmunoprecipitacion de HC-Pro lagD.  7.-
Inmunoprecipitacion de HC-Pro I359M. 8.-Inmunoprecipitacion de HC-Pro KssgN.
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Los ensayos de inmunoprecipitacion confirmaron la interaccion de todos los factores
HC-Pro estudiados consigo mismos. La proteina HC-Pro fue capaz de interaccionar consigo
misma en todos los casos, siendo una interaccion especifica ya que en ausencia de la
proteina con el epitopo c-myc no hubo precipitacion de la proteina unida al epitopo HA.
Asimismo se hicieron controles adicionales que mostraron que las proteinas no precipitaban
en ausencia del anticuerpo y que una pareja de proteinas no relacionadas (lamC y p53)

tampoco mostraban interaccion in vitro.

IV.2 DESARROLLO DE SISTEMAS EXPERIMENTALES ENFOCADO S
AL ESTUDIO DE LA TRANSMISION DEL POTYVIRUS PPV

Atendiendo a la importancia econémica que el virus de la Sharka PPV tiene en todo
el mundo, incluyendo nuestro pais, y a las dificultades experimentales que el estudio de su
transmisidén ha presentado a lo largo de la historia, se abordé como un objetivo prioritario el

desarrollo de herramientas de estudio del proceso en este virus.

IV.2.1 GENERACION Y ANALISIS DE VARIANTES NO
TRANSMISIBLES DE PPV POR MODIFICACION EN LA
REGION CODIFICANTE DE LA PROTEINA CP.

Para el estudio de la transmisiébn con PPV se precisaba de una variante viral no
transmisible por presentar una CP defectiva, pero cuya proteina HC-Pro no estuviera
modificada y fuese activa en transmision. Para ello se gener6 un clon completo del virus
cuya unica diferencia con el clon completo pICPPV 5.15 (Martinez-Garcia, 2000) es una
delecién de 15 aminoacidos cerca del extremo amino terminal de la region codificante de la
proteina CP del virus. La variante viral derivada de este clon completo se denominé PPV CP
NAT.

La delecion en PPV CP NAT comienza en el tercer aminoacido del dominio DAG
implicado en transmision, con lo que la secuencia de la variante pasa a ser DAL. A través
de este dominio DAG se produce la interaccion entre el factor HC-Pro y la particula viral en
los potyvirus (Blanc et al., 1997) y por tanto se esperaba que dicha delecién provocara la
pérdida de transmision de virus que, sin embargo, seguiria produciendo proteina HC-Pro
funcional para transmision. Existen aislados de PPV en la naturaleza que presentan una

delecidén equivalente (Maiss et al., 1989, Lopez-Moya et al., 1994) y por tanto era de esperar
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qgue el clon generado resultara infeccioso y su comportamiento fuera similar al del aislado

PPV 5.15 excepto en transmision.

IV.2.1.1 Infectividad y acumulacion.

Se inocularon los plasmidos pICPPV 5.15 y pICPPV 5.15 CPNAT en plantas de N.
benthamiana. A los 6-8 dpi se comenzaron a observar los sintomas caracteristicos de la
infeccion por PPV en aquellas plantas que resultaron infectadas (generalmente el 100% de
las inoculadas). En ambos casos la aparicion de sintomas se produjo simultaneamente, no
habiendo ningun retraso entre la variante modificada CP NAT y la no modificada 5.15. La
sintomatologia observada fue similar en ambos casos (figura 22). Para comparar la
acumulacion viral entre ambos genotipos se llevd a cabo un ensayo Western blot con
muestras tomadas a distintos tiempos de la infeccion del virus, utilizando un suero especifico
para la CP de PPV. Los resultados mostraron que la acumulacion viral fue similar en todos
los casos, observandose Unicamente la esperada reduccion en el tamafio de la proteina
CPNAT correspondiente a la delecion de 15 aminoécidos cerca de su extremo amino (figura
22).

5.15 S CP NAT

10 15 20 10 15 20 dpi

35 KDa_m T ——

=

Figura 22. Sintomatologia a 20 dpi y acumulacion de las variantes virales PPV 5.15 y PPV CP NAT.
Los niveles de acumulacion se estudian a 10, 15 y 20 dpi. Como control negativo se empled planta
sin inocular (S). La normalizacion de la carga en cada caso se confirm6 mediante tincion con azul de
Coomasie en réplicas de los geles empleados para Western blot. Para la deteccion del virus se
empled el anticuerpo policlonal Al especifico de CP de PPV del kit para DASI-ELISA de Durviz. Se
aprecia la disminucion de tamafio de la proteina CP en CP NAT que posee una delecion de 15
aminodcidos que reduce su peso molecular teérico de 36.6 KDa (5.15) a 35.3 KDa (CP NAT).

a CP PAb

ge B S s s Coomasie
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IV.2.1.2 Transmisibilidad de PPV CP NAT en ensayos planta a planta.

Para determinar si el clon infeccioso PPV 5.15 CPNAT era transmisible por pulgones
se llevé a cabo un ensayo de transmisidn a partir de plantas de N. benthamiana infectadas
con este virus. En paralelo se utilizaron como control positivo de transmision plantas

inoculadas con el virus PPV 5.15. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Resultados del ensayo de transmisién planta a planta del virus PPV 5.15 CPNAT

Experimento PPV 5.15 CP NAT ° PPV 5.15°
1 0/24 10/25
2 0/23 10/25
3 0/25 8/24
4 0/24 7124
Total® 0/96 (0%) 35/98 (35.7%)

% La transmisién se analiz6 en un total de cuatro ensayos independientes. Los resultados se
muestran como nimero de plantas infectadas por el nimero total de plantas analizadas en el
experimento. Entre paréntesis se refleja el valor porcentual de la transmisién.

® Analisis estadisticos empleando el test de Fisher mostraron diferencias significativas entre los
porcentajes de transmision de las dos variantes de virus (P<0.0001)

IV.22 GENERACION Y ANALISIS DE ~ VARIANTES NO
TRANSMISIBLES DE PPV POR MODIFICACION EN LA REGION
CODIFICANTE DE LAS PROTEINA HC-Pro.

Se generaron también variantes del clon completo de PPV con modificaciones
puntuales en los dominios implicados en transmision de la secuencia de la proteina HC-Pro.
El resultado esperado era, en caso de ser infectivos, generar clones no transmisibles por
pulgén. Se modificaron los dos dominios conservados ya conocidos que han sido
implicados en el proceso de transmision de otros potyvirus: el dominio KITC situado cerca
del extremo amino terminal de la proteina, y el dominio PTK, localizado en la zona central de
la proteina, realizando en el primer caso el cambio KzsE que generaria un dominio EITC y
realizando el cambio Tg0A en el segundo caso, resultando un dominio PAK. Las variantes

virales obtenidas se denominaron respectivamente PPV EITC y PPV PAK.

IV.2.2.1 Infectividad y acumulacion.

Se inocularon plantas de N. benthamiana con plasmidos de las tres variantes virales
pICPPV 5.15, pICPPV EITC y pICPPV PAK. La infectividad fue generalmente del 100%.
La aparicion de los primeros sintomas se produjo en todos los casos a tiempos similares,
gue variaron entre los 6 y 8 dpi segun el experimento. La sintomatologia fue similar en los
tres casos, observandose una leve atenuacion de los sintomas para el virus PPV PAK a

tiempos largos de infeccion (1 mpi). En la figura 2 se muestran los resultados de la cinética
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de acumulacion viral y de HC-Pro en los tres casos asi como la sintomatologia mostrada por
cada una de las variantes. La acumulacién viral fue similar en los tres casos segun se
observa en los resultados por Western blot (figura 23). Los ensayos usando un anticuerpo
especifico para HC-Pro de PPV también mostraron una acumulaciéon similar de HC-Pro en
cada variante, demostrando que la acumulacion y estabilidad de la proteina modificada no

se veia reducida por introducir los cambios KzeoE Y Te10A.

Los datos de acumulacion viral también se analizaron por DASI-ELISA para los
mismos puntos temporales de la infeccion viral. La acumulacion viral no aumenté con el
tiempo para los datos analizados y las diferencias de acumulacion viral entre los tres

genotipos fueron minimas (figura 24).
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Figura 23. Sintomatologia y acumulacion de los tres virus estudiados a 20 dpi. Los niveles de
acumulacion se estudian a 10, 20 y 30 dpi. Como control negativo se empled planta no inoculada
(carril 1). En los carriles 2, 5 y 8 se cargaron las muestras procedentes de plantas infectadas con el
virus PPV 5.15 a los tres tiempos. Las muestras de plantas infectadas con el virus PPV EITC en los
carriles 3, 6 y 9 y con el virus PPV PAK en los carriles 4, 7 y 10. La normalizacion de la carga en
cada caso se confirmd mediante tincién con azul de Coomasie de réplicas de los geles empleados
para el ensayo Western blot.
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Figura 24. Andlisis de la acumulacion viral en N. benthamiana de los tres genotipos de PPV por
ensayo ELISA. Los datos se tomaron a los 10, 20 y 30 dias post inoculacién. Cada barra representa
la media de tres muestras independientes, con cada muestra procedente de una planta distinta.
Ademas, cada muestra se prepard por duplicado en el ELISA, y el valor de absorbancia analizado
corresponde a la media de estos dos datos. Todos los datos estan corregidos con la absorbancia
media producida a partir de muestras de plantas de N. benthamiana no infectadas.

IV.2.2.2 Transmisibilidad en ensayos planta a plan ta.

Para analizar la transmisibilidad de estos mutantes comparada con la de la variedad
no mutada PPV 5.15, se realizaron varios ensayos independientes de transmision planta a
planta (tabla 14). El mutante PPV EITC perdié su transmisibilidad completamente. Sin
embargo, el mutante PPV PAK, aun reduciendo su transmisibilidad, siguié siendo
transmisible de forma ocasional. Los valores de transmisién por pulgdn resultaron
significativamente menores a los obtenidos con el virus silvestre segun los analisis
estadisticos. Para descartar fendbmenos de reversion de la mutacion en el caso de
transmisién de la variante de PPV PAK, las plantas infectadas tras la transmision fueron
analizadas por inmunocaptura y posterior RT-PCR y secuenciacion para confirmar la

presencia del cambio Ts10A. En ningln caso se observo reversion de la mutacion.

Tabla 14. Resultados de los ensayos de transmision de los mutantes PPV EITC y PAK.

Experimento PPV EITC ° PPV PAK "¢ PPV 5.15°
1 0/26 1/26 10/25
2 0/25 1/26 10/26
3 0/26 3/25 12/26
4 0/48 0/76 9/26
Total* 0/125 (0%) 5/153 (3.2%) 41/103 (39.8%)

% Los resultados se muestran como nimero de plantas infectadas por nimero total de plantas. Entre
paréntesis se muestra el valor porcentual de la transmision.

84



Resultados

® Andlisis estadisticos usando el test de Fisher indicaron diferencias significativas (P<0.0001) entre el
virus 5.15 y los dos mutantes. No se observaron diferencias significativas entre los dos mutantes.

° En los casos en los que hubo transmision de virus PAK se confirmé el genotipo del virus presente
por IC-RT-PCR y secuenciacién. En ninguno de los casos se habia producido reversion de la
mutacién, y el virus presente tras la transmision fue PPV PAK.

IV.3 PRODUCCION DE HC-Pro DE PPV MEDIANTE EXPRESION
TRANSITORIA EN N. benthamiana y N. tabacum .

Con el fin de desarrollar un sistema de expresién de HC-Pro funcional en transmision
fuera del contexto de la infeccion viral, se desarroll6 un sistema de expresion transitoria de
HC-Pro de PPV mediada por Agrobacterium. El desarrollo de esta tecnologia permitird
implementar los estudios de funcionalidad en transmision de la proteina, ya que permite
aislar esta funcién del resto de funciones en que esta implicada la proteina HC-Pro dentro

del ciclo de infeccion viral (capitulo 1.4).

IV.3.1 EXPRESION DE LA PROTEINA EN N. benthamiana y N.
tabacum.

La expresion transitoria de HC-Pro de PPV se llevd a cabo en dos huéspedes
distintos, N. benthamiana y N. tabacum, para poder asi analizar los niveles de expresion en
varios huéspedes y seleccionar posteriormente el mas adecuado para su empleo en los
ensayos de transmision. El experimento se llevo a cabo infiltrando plantas de los huéspedes
ya mencionados con cultivos de A. tumefaciens transformados con el vector pTRANS5 PPV.
Como control negativo se emplearon plantas también agroinfiltradas, esta vez con cultivos
transformados con el vector vacio. La infiltracién se realizé6 en dos hojas por planta y dos
plantas por construccion. Posteriormente se analizaron los niveles de acumulacion de la
proteina expresada a varios tiempos post infiltracion por Western blot. El objetivo de este
estudio era determinar el mejor huésped para la expresidbn y el tiempo Optimo de
acumulacion de la proteina para proseguir con los experimentos de transmision. Los

resultados del analisis por Western blot se muestran en la figura 25.

Los resultados de la cinética de expresibn mostraron siempre una mayor
acumulacion en N. benthamiana, huésped sistémico para PPV. EIl experimento se repitio
en varias ocasiones, siendo la expresion de HC-Pro en N. tabacum erratica y en la mayor
parte de los casos indetectable (figura 25). La acumulacién de proteina aumenté con el

tiempo en el caso de N. benthamiana, si bien las hojas agroinfiltradas se deterioraban tras

85



Resultados

la infiltracion y aparecian cloréticas y dafiadas a partir del sexto dia aproximadamente. Los
niveles de expresion de HC-Pro en N. benthamiana fueron comparables a partir de los 4 dpa

con los detectados en plantas con infeccion sistémica del virus (figura 25).

\AY, PTRANS5 PPV A% PTRANSS5 PPV
dpa dpa dpa dpa
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N. Benthamiana N. tabacum

Figura 25. Analisis de expresion de proteina HC-Pro de PPV por Western blot en plantas
agroinfiltradas con A. tumefaciens transformado con la construccion pTRANS5 PPV. Se evaluaron
los niveles de proteina expresada por agroinfiltracion a 2, 4, 6, 8 y 10 dias post agroinfiltraciéon. Se
agroinfiltraron hojas de N. benthamiana y N. tabacum. Como control de expresién se empleé tejido
infectado sistémicamente con PPV 5.15 a los 15 dias post inoculacion (C+). Como control negativo
se emplearon hojas agroinfiltradas con A. tumefaciens transformado con vector vacio (VV).

IV.3.2 ANALISIS DE RNA MENSAJERO Y RNAS DE PEQUERNO
TAMARNO (SRNAS)

Con el fin de analizar si la casi total ausencia de expresion en N. tabacum se debia a
algun problema de transcripcion de la construccion, o alternativamente a algun tipo de
fendmeno de silenciamiento génico post transcripcional, se llevaron a cabo ensayos
Northern blot para detectar el mensajero producido en ambos huéspedes, asi como los
RNAs de pequefio tamafio (sRNAs) derivados de dicha construccion. Como control

negativo se emplearon de nuevo hojas agroinfiltradas con vector vacio.

IV.3.2.1 Andlisis de mRNA.

El analisis de los niveles de RNA mensajero derivado de la construccion
pPTRANS5 PPV en las hojas agroinfiltradas se estudié por ensayos de Northern blot (figura
26). Los resultados mostraron que los niveles de mRNA eran muy superiores cuando se
analizaron hojas agroinfiltradas con la construccion pTRANS5 PPV de N. benthamiana, que
en el caso de N. tabacum, donde se produjeron niveles significativamente menores de RNA
mensajero. Como control positivo de deteccion se empleé un fragmento de DNA

correspondiente a la region codificante de HC-Pro amplificada por PCR y de tamafio 1374 nt.
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Los RNA mensajeros producidos tras la agroinfiltracion presentan un mayor tamafio que el
control de deteccion porque corresponden al RNA mensajero que comprende la region 5 no
traducible (5'UTR), P1, HC-Pro y un pequefio fragmento de P3 con un total de 3594 nt de
longitud. En el caso de N.benthamiana se pudo asimismo observar un descenso en los
niveles de mensajero con el transcurso del tiempo, lo que podria corresponder con un

fendmeno de silenciamiento génico post transcripcional (PTGS).

\AY pPpTRANS5 PPV \VAY pPpTRANS5 PPV
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J
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HC-Pro h "y .

N. benthamiana N. tabacum

Figura 26. Andlisis Northern blot de plantas agroinfiltradas con la construccién pTRANS5 PPV. Se
evaluaron los niveles de mRNA a los 0, 2, 4 y 6 dpa. Como control positivo (C+) se us6 un fragmento
de DNA correspondiente Unicamente a la regién HC-Pro. Como control negativo se emplearon hojas
agroinfiltradas con vector vacio (VV) a los 6 dpa. Para confirmar la normalizacion de carga de RNA
total se fotografiaron los geles tefiidos con EtBr antes de la transferencia sefialandose en la figura el
RNA correspondiente al ribosomico 25S.

IV.3.2.2 Anélisis de sRNA.

Con el fin de analizar si el menor nivel de produccion de mRNA en N. tabacum podia
deberse a un efecto mas pronunciado del PTGS en esta planta respecto al otro huésped, se
analizaron también los niveles de sRNAs producidos en hojas agroinfiltradas con esta
construccion (figura 27). Los resultados mostraron una mayor acumulacion de sRNAs en
hojas de N. benthamiana. En N. tabacum no se pudo detectar acumulacién de sRNAs
procedentes de la degradacién del mensajero. Este resultado concuerda con el hecho de
que hay mayores cantidades de mensajero en N. benthamiana y por tanto mas RNA
susceptible de ser degradado para producir SRNAs. En cambio, la menor cantidad de
MRNA observada en N. tabacum no parece deberse a un efecto mas acentuado de

silenciamiento génico post transcripcional.
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Figura 27. Analisis Northern blot de RNAs de pequefio tamafio en plantas agroinfiltradas con la
construccion pTRANS5 PPV. Se evaluaron los niveles de RNA a los 0, 2, 4 y 6 dpa. Como control
negativo se emplearon hojas agroinfiltradas con vector vacio (VV) a los 6 dpa. Para confirmar la
normalizacién de carga de RNA total se fotografiaron los geles tefiidos con EtBr antes de la
transferencia sefialandose en la figura el RNA correspondiente al RNA de transferencia 5S.

IV.4 ESTUDIOS DE FUNCIONALIDAD DE HC-PRO EXPRESADO
TRANSITORIAMENTE EN ENSAYOS DE TRANSMISION POR
PULGONES.

Una vez confirmada la expresion de HC-Pro de PPV en N. benthamiana, y
seleccionada este especie para continuar los ensayos, se procedié al andlisis de
funcionalidad de la proteina producida por agroinfiltracién en este huésped. Los estudios se
llevaron a cabo con dos tipos de disefio experimental para las transmisiones que se

describen a continuacion.

IV.4.1 TRANSMISION SECUENCIAL DE VIRUS PURIFICADO.

La primera aproximacion para estudiar la funcionalidad del HC-Pro producido por
agroinfiltracion fue hacer ensayos de transmision secuencial. En estos ensayos se alimenta
en primer lugar a los pulgones en hojas agroinfiltradas que estan produciendo HC-Pro. En
una segunda alimentacion los pulgones adquieren particulas de virus purificado a través de
membranas de Parafim®. Como es sabido, el virus purificado no es transmisible por si
mismo, y solo si el factor HC-Pro expresado transitoriamente es activo y es retenido en el
aparato bucal del pulgon se producird la transmision de PPV. Como control positivo se
empled el clon infeccioso pICPPV 5.15 CPNAT, que como hemos comprobado, no es

transmisible por pulgones y se diferencia del clon transmisible pICPPV 5.15 Unicamente por
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una delecién de 15 aminoacidos en el extremo amino de la CP. Esta delecion modifica el

dominio DAG de interaccion con HC-Pro (capitulo IV.2.1).

Los resultados de este tipo de transmisiones (tabla 15) mostraron que el HC-Pro
producido por agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana era funcional en transmision: las
particulas virales purificadas fueron transmitidas con la asistencia de la proteina HC-Pro
expresada transitoriamente en hojas de N. benthamiana. Los experimentos de transmision
secuencial se repitieron varias veces, observandose una elevada variabilidad en los
resultados de transmisidn entre experimentos. Esta variabilidad ocurria tanto en las
transmisiones control con una primera alimentacion en plantas infectadas con PPV CP NAT
como en aquellas transmisiones en las que la primera alimentacion se producia sobre hojas
que expresaban HC-Pro por agroinfiltracién. En todos los experimentos se confirmé la
expresion de HC-Pro en las hojas agroinfiltradas y empleadas en transmision por Western

blot.

Tabla 15. Ensayos de transmision secuencial de PPV

Adguisicién Transmision
12 Alimentacion® 22 Alimentacion® Numero de Total Porcentaje” Rango

experimentos

Infeccion PPV purificado
_ P 3 20/71 28.1% 8.3-65%
PPV CP NAT 15 dpi 0.2 mg/ml
Agroinfiltracion PPV purificado
gromt P 4 28/88 31.8% 12.5-50%
pTRANS5PPV 4 dpa 0.2 mg/ml
Agroinfiltracion Vector PPV purificado
gromir P 2 0/48 0% —
Vacio 4 dpa 0.2 mg/ml

? Los pulgones se alimentaron durante 5 minutos en hojas agroinfiltradas o infectadas con el virus
PPV CP NAT. La expresion se confirmé posteriormente en ensayos Western blot. Tras la primera
alimentacion los pulgones fueron de nuevo alimentados una segunda vez a través de membrana con
una solucion que contenia particulas purificadas de PPV.

® El andlisis estadistico de los resultados mediante el test de Fisher no mostré diferencias
significativas entre el control positivo (primera columna) y la transmision empleando HC-Pro
expresado transitoriamente. Si se observaron diferencias significativas (P<0.0001) entre el control
negativo y los otros dos casos.

IV.4.2 TRANSMISION DE VIRUS NO TRANSMISIBLES MEDIANTE
COMPLEMENTACION DEL FACTOR HC-PRO.

El sistema de transmision secuencial ha permitido mostrar que la proteina HC-Pro
producida por expresion transitoria es activa en transmision. Este sistema permite expresar

la proteina en plantas sanas y por tanto fuera del contexto de una infeccion viral. Sin
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embargo es un sistema bastante laborioso, que requiere disponer de particulas virales
purificadas y realizar ensayos de transmision secuenciales en los que se manipula varias
veces a los pulgones. Por este motivo se decidié disefiar una aproximacion alternativa que
permitiera analizar la actividad en transmisién del factor HC-Pro expresado transitoriamente
en ensayos con menos manipulacion. Para ello se han utilizado variantes virales con
modificaciones en dos dominios conservados de la regién codificante de la proteina HC-Pro
gue provocan una falta de transmision del virus sin afectar el resto de su biologia, y una

construccion quimérica no transmisible.

IV.4.2.1 PPV Quimera.

El laboratorio disponia de un clon quimérico de PPV no transmisible denominado
pICPPV HCPVY (Martinez-Garcia et al., 2001). Este virus posee el factor HC-Pro del
aislado transmisible OAT de PVY. Los sintomas y niveles de acumulacion del virus son
similares a los producidos por el virus PPV. Sin embargo, a pesar de que el factor HC-Pro
se procesa adecuadamente y se acumula a niveles similares a los producidos en una
infeccién de PVY, el virus no es transmitido por pulgones. Dado que la diferencia entre PPV
5.15 y PPV HCPVY es el cistron correspondiente al factor HC-Pro seria l6gico pensar que la

falta de transmision se debe a este factor HC-Pro en el contexto quimérico.

Asi pues, se probaron ensayos de transmision con hojas de plantas infectadas con el
virus quimérico y a su vez agroinfiltradas con Agrobacterium transformado con la
construccion pTRANS5 PPV. Como control negativo se emplearon hojas agroinfiltradas con
Agrobacterium transformado con la construccién VV. Asimismo se agroinfiltraron hojas con
una construccion pTRANS5 PPV HCPVY, que incluye la region 5' de la variante quimérica.
Cuando se aportd HC-Pro de PPV desde la construccion pTRANS5 PPV se pudo transmitir
el virus quimérico. Sin embargo, cuando se aport6 HC-Pro de PVY desde la construccion

PpTRANS5 PPV HCPVY no se pudo observar transmision del virus quimeérico (tabla 16)

Tabla 16. Resultados de transmision de PPV HC-PVY suplementado con HC-Pro de PPV por
agroinfiltracién.

Adquisicion Transmision
_ o . Numero de be
Virus Agroinfiltracion Total™ Rango

experimentos

PPV HC PVY 15dpi pTRANS5PPV 4dpa 7 41/186 (22%) 4.3-50

. pTRANS5 PPV
PPV HC PVY 15 dpi 3 0/75 —
HCPVY 4dpa
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% Las plantas se infectaron con el virus quimérico y a los 11 dpi se agroinfiltraron. La expresion de
HC-Pro de PPV por agroinfiltracion se confirmé en las hojas empleadas en transmision por Western
blot.

®Las plantas infectadas se analizaron por IC-RT-PCR para confirmar su naturaleza quimérica.

° Andlisis estadisticos empleando el test de Fisher mostraron diferencias muy significativas entre los
dos casos.

Las construcciones pTRANS5 PPV y pICPPV HCPVY tienen parte su secuencia de
DNA en comun. Por tanto cabia la posibilidad de que, coexistiendo transcritos de ambas
especies en una misma célula, se hubiera producido un fenémeno de recombinacién por
homologia de secuencia recuperandose el genotipo transmisible PPV 5.15 y que fuese esta
forma la transmitida por los pulgones. Para descartar esta posibilidad, las plantas
infectadas tras la transmisién se analizaron por IC-RT-PCR y se determiné su naturaleza
gquimérica usando un cebador en la secuencia de PPV y otro en la secuencia de HC-Pro de
PVY. En todos los casos el virus detectado en las plantas infectadas por transmision fue

PPV HC-PVY descartandose por tanto el fenbmeno de recombinacion.

IV.4.2.2 PPV EITC y PAK.

El virus PPV HCPVY es una especie quimérica y se desconoce la causa de su no
transmisibilidad dado que el HC-Pro de PVY aislado OAT si es funcional en transmision en el
contexto de su virus homologo y ademés se ha descrito su interaccion en ensayos in vitro
con particulas purificadas de PPV asi como su complementacion en transmision de
particulas de PPV por membrana (Fernandez-Calvino, 2006). Por este motivo se decidio
emplear variantes de virus no transmisibles, o de transmisibilidad reducida, con mutaciones
puntuales en los dominios implicados en el proceso derivados de las construcciones pICPPV
EITC y pICPPV PAK (capitulo 1V.1.2). En este caso se empled el mismo protocolo que para
las transmisiones de PPV HCPVY. Se inocularon plantas de N. benthamiana y a los 11 dpi
se agroinfiltraron con cultivos de Agrobacterium transformado con pTRANS5 PPV y vector
vacio (VV). Los experimentos de transmision de planta a planta se llevaron a cabo a los
4dpa, cuando la infeccidén se encontraba a 15 dpi. Como control positivo de transmision se
emplearon plantas infectadas con PPV 5.15 y agroinfiltradas con la construccién VV. En

ambos casos se pudo recuperar la transmision de los virus no transmisibles (tabla 17).
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Tabla 17. Ensayo de transmisién de virus PPV EITC y PPV PAK complementados con HC-Pro 5.15
expresado por agroinfiltracion.

Adquisicion Transmision
, o ol Numero de be ,
Virus Agroinfiltracion . Total™ Porcentaje Rango
experimentos
PPV EITC pTRANS5 PPV
. 6 32/140 22.8% 0-45.8
15dpi 4dpa
PPV EITC
_ VV 4dpa 2 0/48 0% -
15dpi
PPV PAK pTRANS5 PPV
: 1 10/24 40% -
15dpi 4dpa
PPV PAK
. VV 4dpa 2 1/48 2.1% 0-4.1
15dpi
PPV 5.15
. VV 4dpa 7 63/153 41% 20-60
15dpi

% Se inocularon los virus correspondientes en cada caso y a los 11dpi se agroinfiltraron hojas que
mostraban sintomas sistémicos con la construccién correspondiente. A los 4dpa y por tanto 15dpi se
realizaron los ensayos de transmision.

Las plantas positivas para transmision fueron analizadas por IC-RT-PCR vy digestion o
secuenciacion, confirmando la presencia de la mutacion correspondiente en cada caso.
¢ Los analisis estadisticos empleando el test de Fisher mostraron diferencias significativas (P<0.001)
entre los casos en que se suplementaba el virus no transmisible con pTRANS5 PPV o con VV.

Como se observa en la tabla, la variante PPV PAK es transmitida por si sola en una
baja proporcion, confirmando los datos anteriores. En este caso también se observa un claro
aumento de la tasa de transmision cuando se complementa la funcion con HC-Pro funcional
no modificado a través de agroinfiltracién.

Al igual que en el caso anterior, se podia producir un fendmeno de recombinacién
homologa entre la construccion agroinfiltrada y el virus presente en las hojas infectadas.
Para descartar dicha posibilidad se analizaron por IC-RT-PCR y posterior digestion con la
enzima Pstl (para PPV EITC) o secuenciacion (para PPV PAK) en todas las plantas en las
gue hubo transmisién de virus. En ningln caso se detectaron formas recombinantes en las
gue se hubiera recuperado el genotipo 5.15, detectandose Unicamente las formas mutadas

del virus.

IV.5 ENSAYOS DE INTERFERENCIA EN LA TRANSMISION DE PPV.

La técnica de expresion transitoria de HC-Pro de PPV en plantas habia permitido
restaurar a niveles similares a los del virus no modificado la transmisidon de aislados virales

de baja transmisibilidad e incluso no transmisibles, demostrando la complementacién de la
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funcion. Sin embargo, la pregunta de si las variantes de HC-Pro podrian afectar la funcion
de la proteina funcional en infecciones naturales de potyvirus no se habia abordado. Por
este motivo se decidié utilizar las herramientas desarrolladas y analizar una posible
interferencia de moléculas de HC-Pro modificadas que pudieran interferir reduciendo la

eficiencia del proceso de transmision usando como modelo el virus PPV.

IV.5.1 ESTUDIOS DE INTERFERENCIA EMPLEANDO MOLECULA S DE HC-PRO
MODIFICADAS EXPRESADAS POR AGROINFILTRACION .

En un primer caso se empleo la expresion transitoria de moléculas de HC-Pro para
intentar reducir la transmision del virus PPV 5.15. Este tipo de ensayos se llevaron a cabo
siguiendo dos metodologias distintas. En un primer caso se expresaron moléculas de HC-
Pro modificadas en hojas de plantas infectadas con el virus y se alimentd los pulgones
directamente sobre éstas. En una segunda aproximacién se aliment6 a los pulgones
secuencialmente, primero en hojas expresando la molécula de HC-Pro no funcional y

posteriormente en hojas de plantas infectadas con virus 5.15 transmisible.

IV.5.1.1 Ensayos de interferencia en experimentos ¢ on una Unica alimentacion.

Se agroinfiltraron hojas sintomaticas de N. benthamiana, previamente infectadas por
el virus PPV 5.15, con cultivos de Agrobacterium transformado con las construcciones
PpTRANS5 PPV EITC y PAK. La hipétesis inicial era que estos factores no funcionales en
transmisién podian, bien interaccionar con moléculas nativas de HC-Pro entorpeciendo su
funcién, bien blogquear los sitios de unién del estilete del pulgon (en el caso de la variante HC
PAK) sin ser capaces al mismo tiempo de unir a su vez particulas virales de forma eficiente,
o también unirse a particulas virales impidiendo su unién al estilete del pulgén (caso de la
variante HC EITC). Los resultados de los distintos ensayos se muestran en la tabla 18. Se
llevaron a cabo dos tipos de control positivo empleando el virus 5.15 agroinfiltrado con VV
asi como con pTRANS5 PPV.
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Tabla 18. Ensayo de interferencia en la transmisién de PPV 5.15 por moléculas de HC-Pro
modificadas.

Adquisicion Transmision
_ o . Numero de ) _
Virus Agroinfiltraciéon® Total Porcentaje Rango

experimentos

PPV 5.15 PTRANS 5 PPV 3 41/73 55.8% 43.4-62.5
PPV 5.15 \AY 3 46/73 62.9% 58.3-68
PTRANS5 PPV
PPV 5.15 3 37/76 49.5% 36-66.6
EITC
PpTRANS5 PPV
PPV 5.15 PAK 3 36/75 48.2% 36-62.5

% Se inocularon los virus correspondientes en cada caso y a los 11dpi se agroinfiltraron hojas que
mostraban sintomas sistémicos con la construccién correspondiente. A los 4dpa, y por tanto 15dpi,
se realizaron los ensayos de transmision.

® Los andlisis estadisticos empleando el test de Fisher determinaron que no habia diferencias
significativas entre los distintos casos.

Los resultados de los ensayos de transmisibn mostraron valores ligeramente
menores en los casos en los que se agroinfiltraron los factores HC-Pro EITC y PAK. Sin
embargo, los analisis estadisticos realizados sobre estos datos indicaron que las diferencias

en los valores de transmision entre los casos comparados eran no significativas.

IV.5.1.2 Ensayos de interferencia en experimentos ¢ on dos alimentaciones.

Estos ensayos buscaban proporcionar al pulgén la proteina HC-Pro modificada en un
primer paso de alimentacion sobre hojas agroinfiltradas, intentando saturar los sitios de
union del estilete del pulgén, y posteriormente alimentar al pulgdn en plantas infectadas con
virus transmisible (PPV 5.15) y analizar si la adquisicion de virus en estas plantas se veia
reducida. El dominio PTK de la proteina HC-Pro ha sido implicado en la unién de esta
proteina a la particula viral a través de la interaccibn HC-Pro/CP. La idea era en este caso
intentar saturar en la primera alimentacion los sitios de union de HC-Pro en el estilete del
pulgén con moléculas de HC-Pro que tuvieran inhabilitada la capacidad de union de
particulas virales pudiendo asi disminuir la tasa de transmisién. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 19. No se observdé una reduccion en la tasa de transmisién por

alimentacién previa con HC-Pro PAK.
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Tabla 19. Resultados de los ensayos de transmisién con alimentacion secuencial en dos plantas.

Adquisicion Transmision
12 _ B NUmero de b _
) . a 2%Alimentacion _ Total Porcentaje Rango
Alimentacién® experimentos
Agroinfiltracién VV Infeccién PPV 4 44/91 48.3% 25-66.6
4dpa 5.15 15dpi
Agroinfiltracic e
oTRanss ppy  Infeccion PPV 4 28/92 30.4% 20.8-45.8
adpa 5.15 15dpi
Agroinfiltracic e
oTRanssppy  Infeccion PPV 4 36/96 37.5% 12.5-50
PAK 4dpa 5.15 15dp|

? Se confirmé la expresion transitoria de los distintos factores HC-Pro mediante ensayo Western blot
tras el uso de las hojas en la transmision.

® El analisis estadistico empleando el test de Fisher no encontré diferencias significativas entre el
caso en el que se aliment6 primero con HC-Pro PAK comparado con los dos controles positivos.

IV.5.2 ESTUDIOS DE INTERFERENCIA EMPLEANDO VIRUS NO
TRANSMISIBLES.

Los resultados obtenidos empleando la coexpresion transitoria de variantes de
factores de transmision no mostraron ningn descenso significativo en los niveles de
transmision del virus PPV. Dado que se disponia de clones completos infecciosos en los
gue la molécula HC-Pro contenia cambios que abolian o reducian drasticamente la
transmision del virus, se traté de analizar si, en infecciones mixtas en las que se inocularan
dos variedades distintas de virus (mutado y no mutado), observabamos tasas de transmision

menores a las resultantes de infecciones sencillas con la variante PPV 5.15.

Las inoculaciones de clones completos de pICPPV no son siempre un 100%
infectivas por inoculaciéon manual (capitulo 1V.2.1.1 y 1V.2.2.1). Por este motivo se decidi6
preparar los in6culos a partir de tejido fresco infectado sistémicamente con las diferentes
variantes virales. Estudios previos habian demostrado que la acumulacion viral es
comparable entre los diferentes clones (capitulo 1V.1.2.1) por tanto, se considera que la
cantidad de in6culo por gramo de tejido fresco debia ser aproximadamente del mismo orden
de magnitud. Se inocularon plantas con una mezcla 1:1 de tejido infectado con virus PPV
5.15 y una de las dos variantes PPV EITC o PAK. Se espero0 al desarrollo de sintomas y se
llevaron a cabo ensayos de transmision de planta a planta al cabo de 15 dpi. Las hojas
empleadas para la transmisién se analizaron posteriormente por IC-RT-PCR y digestion con

la enzima de restriccion Spel para confirmar la presencia de los dos tipos virales. Las
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variantes virales PPV EITC y PAK proceden del clon pICPPV Spel y por tanto disponen de
un sitio de restriccion adicional que permite diferenciarlos molecularmente del clon no

modificado (figura 28).
5.15 EITC mixta

1610 pb — —— L
1110 pb — e
500 pb — —

Figura 28 . Gel de agarosa donde se separan los fragmentos de DNA producidos por IC-RT-PCR a
partir de extracto de planta infectada y posterior digestion del DNA amplificado con la enzima de
restriccién Spel. EIl fragmento amplificado a partir de RNA procedente de virus EITC y también del
virus PAK tiene un sitio de restriccion adicional del que el virus 5.15 carece. Por tanto la digestion del
genotipo 5.15 no produce fragmentos adicionales. Por el contrario, la digestion en el caso de
genotipos EITC (en la figura) y PAK produce la escisién del producto de la PCR en dos fragmentos de
distinto tamafio. En el caso de que la planta esté infectada con los dos genotipos se producira una
mezcla entre ambos patrones de digestién (mixta en la figura).

Los resultados de las transmisiones se muestran en la tabla 20. Las tasas de
transmisién fueron en general muy altas y no se apreciaron diferencias significativas en los

casos en los que la infeccion era mixta respecto al control de infeccion simple.

Tabla 20. Resultados de los ensayos de transmisiébn de planta a planta a partir de hojas con
infeccion mixta.

Adquisicién® Transmisién
) ] Numero de b
Mezcla infeccién ) Total Porcentaje Rango
experimentos
515+ EITC 8 104/190 54.7% 25-79.1
5.15 + PAK 8 106/192 55.2% 4.2-83.3
5.15 8 110/176 62.5% 37.5-95.6

% Los pulgones se alimentaron sobre hojas infectadas con las distintas variedades de PPV que
correspondieron a cada caso. Para las infecciones mixtas se confirmé su naturaleza tras la
transmision por IC-RT-PCR vy digestién con la enzima de restriccion Spel.

® El analisis de la varianza de estos resultados con un post-test de Tukey mostré diferencias no
significativas entre los tres casos analizados.

Estudios previos de un grupo de investigacion aleman sobre infecciones mixtas con

variantes de PPV marcadas con dos moléculas fluorescentes diferentes habian demostrado

96



Resultados

gue las dos poblaciones de PPV generadas para el estudio estaban separadas fisicamente
en la mayoria de la planta (Dietrich & Maiss, 2003). Estos resultados cuestionan en cierta
medida la explicacion de fendmenos como la frecuente aparicion de recombinantes entre
potyvirus, la heteroencapsidacion o la complementacién viral en transmisién. Teniendo en
cuenta este precedente analizamos si en nuestro caso se podia dar la coexistencia de los
dos tipos virales en una misma célula. El aislado EITC no es transmitido por pulgones. La
tasa de transmision del aislado PAK sin estar por completo abolida es muy baja. Por tanto,
si al analizar el genotipo de la poblacion resultante de la transmision encontrasemos plantas
Unicamente infectadas por el virus EITC o PAK, la explicacion mas sencilla a su presencia
es que su transmisién hubiese sido mediada por el factor HC-Pro del virus no modificado
5.15.

Analizamos el genotipo de las plantas infectadas con la transmisiébn en tres
experimentos seleccionados, uno a partir de una infeccion mixta 5.15 + EITC y otros dos

para infecciones de 5.15 + PAK. Los datos se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Analisis del genotipo de las plantas infectadas por transmision a partir de infecciones
mixtas con dos poblaciones de PPV.

Adquisicion Transmision: Genotipo plantas positivas por transmision

Fuente virus® 5.15" EITC o PAK® mixta” Total®
5.15 + EITC 16/24 (66.6%) 1/24 (4.1%) - 17/24 (70.8%)
5.15 + PAK 13/24 (54.2%) - 4124 (16.6%) 17/24 (70.8%)
5.15 + PAK 6/23 (26%) 8/23 (34.8%) 5/23 (21.7%) 19/23 (82.6%)

% Las plantas se infectaron con una mezcla 1:1 de tejido infectado con cada virus. A los 14 dpi se
tomé una hoja para realizar los ensayos de transmision. La mezcla de la infecciébn se confirmé
Eosteriormente por IC-RT-PCR y digestion y secuenciacion.

Las plantas infectadas tras la transmisién se analizaron por IC-RT-PCR vy digestidon con Spel para
analizar su genotipo.
° Se muestra el total de plantas infectadas frente a las totales en cada experimento de transmision.
Entre paréntesis el porcentaje de transmisién de cada caso.

Dos de los casos analizados mostraron plantas con infecciones sencillas del genotipo
no transmisible. En el primer caso, una planta presenté una infeccion con virus PPV EITC.
Este virus no es transmisible (capitulo 1V.1.2.2) y sin embargo es transmitido a partir de una
infeccién mixta, en la que esté presente el factor HC-Pro 5.15. Por otra parte, en un segundo
caso el virus mayoritariamente transmitido es PAK, incluso por delante de la transmision de
5.15. Dada su baja tasa de transmision en infeccion simple (2.5%, véase tabla 14) es logico
pensar que en este caso, en el que el porcentaje de transmisién es bastante superior,

también tiene que haber habido una asistencia por parte de proteina HC-Pro 5.15.
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V.1 ESTUDIO DE INTERACCION DE PROTEINAS EN VARIANTE S
NO TRANSMISIBLES DEL POTYVIRUS TEV.

V.1.1 ESTUDIO DE INTERACCION DE HC-Pro DE TEV CONSIGO MISMO Y
CON LA PROTEINA DE LA CAPSIDA MEDIANTE ENSAYOS FAR WESTERN
BLOT.

La técnica de Far Western blot ha sido ampliamente utilizada en el estudio de
interacciones de proteinas implicadas en transmision por pulgones (Blanc et al., 1997,
Peng et al., 1998, Ruiz-Ferrer et al., 2004). Por este motivo decidimos emplearla como
primera aproximacion para analizar la interaccion entre las distintas proteinas derivadas
de variantes de virus TEV no transmisibles (Llave et al., 2002). Este sistema permite
detectar la interaccién de proteina hisHC-Pro purificada con proteina HC-Pro presente en
extractos procedentes de plantas infectadas, asi como la interaccion con la CP del virus
en los mismos extractos (Fernandez-Calvino, 2006). Cuando empleamos esta técnica
con los mutantes de HC-Pro y con la variante no modificada 7DA-CIB, se observé que la
esperada interaccion no tenia lugar. Este resultado era sorprendente puesto que la
variante de virus 7DA si es transmisible por pulgones, segun trabajos publicados
anteriormente (LOpez-Moya et al., 1999) incluyendo ensayos realizados en nuestro propio
laboratorio (Llave et al., 2002). La falta de interaccion de la proteina hisHC-Pro con la CP
del virus cuestionaba su transmisibilidad, ya que se considera que la interaccion entre
HC-Pro y CP es esencial para el proceso. Procedimos a analizar la transmisibilidad del
virus producido por el clon completo infeccioso 7DA, mediante ensayos de transmision
planta a planta. Los resultados de estos ensayos mostraron que la variante de TEV que
derivaba del clon completo que denominamos 7DA-CIB no era transmisible por pulgones.
En este ensayo se utiliz6 como control transmisible tejido infectado con el clon completo
HCH10 para el que la interaccién entre HC-Pro y CP si se habia detectado por Far
Western blot. La confirmacion de que la no transmisibilidad del virus 7DA-CIB se debia a
defectos en su proteina de la cépsida vino dada por los ensayos de transmisién con
particulas purificadas de este virus. En este tipo de ensayos la particula viral purificada
es transmitida gracias a la asistencia por parte de factor HC-Pro purificado.
Posteriormente la secuenciacion de la region codificante de la proteina CP tanto del virus
7DA-CIB como del virus que si resulté transmitido por pulgones HCH10, y su
comparacion con las publicadas para este virus, ha permitido detectar un cambio en el

clon 7DA-CIB del que dispone nuestro laboratorio respecto a la secuencia descrita ya por
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Lépez-Moya y colaboradores (Lopez-Moya et al., 1999) y a la publicada recientemente
por el grupo del Dr. Santiago Elena (Carrasco et al., 2006). Curiosamente, la secuencia
presente en el clon completo infeccioso disponible en nuestro laboratorio no corresponde
a la publicada para los aislados transmisibles 7DA o HAT, diferenciandose de la presente
en los aislados HAT por un Unico cambio en la region amino terminal generando un
dominio VDAGVDAG, que no coincide con ninguna de las variantes ya estudiadas
(Lépez-Moya et al., 1999). Se confirma asi la importancia del contexto molecular que
rodea al motivo conservado DAG cerca del extremo amino terminal de la CP en
transmisibilidad, ya que los experimentos realizados permiten afirmar que dicho cambio
anula la interaccién entre la particula viral y proteina hisHC-Pro purificada.
Previsiblemente esa falta de interaccion es responsable de la ausencia de transmision,
como confirman los resultados de los ensayos de transmision por membrana de

particulas purificadas asistidas con hisHC-Pro de TEV purificado.

Una cuestion dificil de resolver la plantea el origen de esta variante que hemos
denominado 7DA-CIB para diferenciarla de otras variantes de TEV. En nuestro
laboratorio se recibié originalmente el clon completo denominado 7DA, proporcionado
amablemente por el Dr. J.C. Carrington, y con el que se realizaron numerosos trabajos
experimentales. Es posible que en algdn momento posterior, durante sucesivas
multiplicaciones y almacenamientos, apareciera una variante diferente que es la que
ahora mantenemos como 7DA-CIB. Tampoco se podria descartar que la preparacion
original contuviera una mezcla de secuencias y que ésta se hubiera terminado

imponiendo durante alguna reamplificacién en bacteria.

V.1.2 ESTUDIO DE INTERACCION DE HC-Pro DE TEV CON L A
PROTEINA DE LA CAPSIDA DEL VIRUS.

Para profundizar en el estudio de las proteinas HC-Pro modificadas por
mutagénesis en la regidn rica en cisteinas se decidioé analizar su capacidad de interaccion
con la proteina CP, interaccion que se considera necesaria para que se produzca la
transmision. Trabajos en nuestro laboratorio muestran que la proteina HC-Pro expresada
en levaduras es activa en transmision (Ruiz-Ferrer et al., 2004) y por este motivo
decidimos utilizar un sistema basado en este tipo de organismos que permite analizar en
detalle las interacciones entre proteinas: el sistema de dos hibridos de levaduras (YTHS).
Aungue esta metodologia se ha empleado para estudiar interacciones entre proteinas

virales, y en concreto en potyvirus (Guo et al., 1999, Urcuqui-Inchima et al., 1999a,
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Urcuqui-Inchima et al., 2000, Guo et al., 2001, Kang et al., 2004), nuestros resultados con
TEV no han sido los esperados, resultando no detectables las interacciones en las que
esté implicada la proteina de la cépsida de TEV. La proteina CP de potyvirus debe
interaccionar consigo misma durante el proceso de encapsidacion de la particula viral, y
asimismo se dispone de informacion sobre su capacidad de interaccionar también con la
proteina HC-Pro, segun se ha descrito en varios trabajos que empleaban diversas
técnicas como son el Far Western blot (Blanc et al., 1997), métodos basados en el uso de
anticuerpos especificos que detectan esta interaccion in planta (Roudet-Tavert et al.,
2002), o técnicas que emplean electroforesis nativa y posterior analisis por Western blot
(Manoussopoulos et al., 2000). Por este motivo se puede pensar que la no deteccion por
YTHS de la interaccién de la proteina CP consigo misma ni con proteina HC-Pro activa
en transmision, podria deberse a algun tipo de fenbmeno artefactual que esté afectando
a la técnica. Ademas el problema parece estar afectando Unicamente a la proteina CP y
no a HC-Pro, puesto que la interaccion de la proteina HC-Pro consigo misma si fue
detectada. Existen varios motivos que podrian resultar en este tipo de artefactos que
impedirian ver una interaccién entre proteinas. Un primer motivo seria la falta de
expresion, pero en nuestro caso se ha comprobado que todas las proteinas se expresan
de forma correcta con el tamafio esperado y en una cantidad detectable (resultados no
mostrados), por lo que este motivo se ha descartado. Sin embargo, pueden existir otras
causas que explicarian la incapacidad de deteccién de la interaccién. Por ejemplo, ya que
las proteinas cuya capacidad de interaccion se quiere estudiar se producen como
proteinas de fusién unidas en su extremo amino terminal a los dominios encargados
posteriormente de activar la transcripcion de los genes delatores, es posible que sufran
cambios conformacionales respecto a la proteina nativa que no tiene esta fusién en su
extremo amino terminal, y como consecuencia enmascarar la interaccion que de otro

modo si se produciria.

En lo que respecta a la proteina de la cipsida de potyvirus, existen varios estudios
sobre su estructura tridimensional que sitdan la region amino terminal, donde por otra
parte se localiza el dominio DAG implicado en la transmision del virus, expuesto hacia el
exterior de la estructura (Shukla et al., 1988, Baratova et al., 2001, Voloudakis et al.,
2004). El hecho de afadir una fusion en esta region podria afectar drasticamente su
estructura y si esta region estuviera implicada en la interaccién con la proteina HC-Pro,

como sugiere la presencia del dominio DAG, interferir con dicha interaccion.

Por otra parte, cabe también la posibilidad de que en la proteina de fusion se

altere la conformacién de la regién necesaria para la activacion transcripcional de los
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genes delatores. Esto podria anular la funcionalidad del dominio de unién a DNA vy del
dominio de activacién, e imposibilitar la deteccion de la interaccion entre las proteinas
estudiadas. Otro de los posibles factores que pueden impedir la obtencién de resultados
es el hecho de que las proteinas de fusion deben ser traslocadas al nucleo. Para ello
existen sefiales de localizacion nuclear, pero si estas sefiales no se encuentran
accesibles en la estructura de las proteinas de fusién, las mismas no serian capaces de
alcanzar el ndcleo de la célula y no se podria activar la transcripcion de los genes
delatores necesaria para estudiar la interaccién. A menudo estos casos en los que, ya
sea la sefal de localizacion nuclear o bien los dominios de activacién y unién a DNA, no
estan accesibles en la estructura global de la proteina de fusion, se han relacionado con

proteinas de elevado tamafio (Fields & Sternglanz, 1994, Golemis et al., 1997).

La proteina de la capsida de TEV tiene 263 residuos y un peso molecular
aproximado de unos 30-35 KDa. Aungque no es una proteina que pueda considerarse
grande, no obstante no se puede descartar que algun factor estructural estuviera
afectando las interacciones de la proteina CP consigo misma asi como con otras
proteinas. Por tanto se decidié producir una serie de variantes truncadas de la proteina y
repetir los estudios de dos hibridos con éstas. Puesto que no esta resuelta la estructura
de esta proteina, para decidir la extensioén de las deleciones se llevo a cabo un estudio
previo de prediccion de estructura secundaria considerando los resultados obtenidos con
el programa JPRED. Las regiones en las que se decidié truncar la proteina se
escogieron porque estaban poco estructuradas segun la prediccion, por lo que se
intentaba minimizar el riesgo de que ninguna estructura funcional se viera afectada. Los
nuevos ensayos de dos hibridos se llevaron a cabo con los diferentes fragmentos de la
proteina CP interaccionando consigo mismos entre si, con la proteina CP completa y con
la proteina HC-Pro activa en transmision, observandose que ninguna de las variantes
generadas fue capaz de interaccionar con la proteina HC-Pro, lo que indica que los
problemas para analizar la interaccion de la proteina CP con HC-Pro se mantienen en las
variantes truncadas de la CP. Ademas, ninguno de los fragmentos de CP interaccionaron
con la CP entera, y en las pruebas de interaccion entre los fragmentos consigo mismos,
Unicamente en un caso la variante R2 fue capaz de interaccionar consigo misma. Este
fragmento representa aproximadamente los dos tercios amino terminales, e incluye la
region central o ndcleo de la CP (Shukla et al., 1988) donde se presume deben residir los
dominios de interaccién de la proteina consigo misma, como han confirmado resultados
experimentales con expresion en bacteria de deleciones de la CP de TEV (Voloudakis et
al., 2004). En cambio los extremos amino (variante R1) y carboxilo (variante F2) no

interaccionan consigo mismos. La ausencia de interaccion entre fragmentos F2 contrasta
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con un trabajo reciente en otro potyvirus que describe la importancia en interaccion de la
region carboxilo (Kang et al., 2006). Es interesante que el fragmento F1 que incluye el
extremo carboxilo y la region central no muestre interaccion consigo mismo. Una posible
explicaciébn a este hecho podria ser que la presencia del extremo carboxilo fuese la
responsable de la falta de interaccién, pero tampoco se puede descartar que el
plegamiento de los fragmentos sea incorrecto. Serian necesarios mas datos para poder
concluir cudles son los motivos que dificultan en el sistema de dos hibridos de levaduras
la observacion de interacciones en las que presumiblemente participa la CP de TEV. El
disponer de un modelo estructural de la proteina podria arrojar luz sobre este hecho, pero
desgraciadamente no se ha comunicado hasta el momento la resolucion de la estructura
de la CP de ningun potyvirus que nos permita ni siquiera modelizar tridimensionalmente
la CP de TEV.

Otros grupos han estudiado previamente la interaccion entre las proteinas HC-Pro
y CP de otros potyvirus mediante el sistema de dos hibridos (Choi et al., 2000, Guo et al.,
2001, Kang et al., 2004). En algunos de estos casos, como para PSbMV o PVA, tampoco
se ha logrado detectar la interaccion entre CP y HC-Pro, por lo que este problema podria

no estar afectando Unicamente al potyvirus TEV.

A la vista de las dificultades para obtener datos mediante el sistema empleado,
alternativamente se pensé en utilizar los plasmidos generados para los ensayos de dos
hibridos en estudios de inmunoprecipitacion, y se llevaron a cabo una serie de
experimentos preliminares para evaluar si era posible detectar interacciones entre las
proteinas de interés. Sin embargo los resultados tampoco fueron informativos en este
caso, puesto que los anticuerpos complementarios a los epitopos presentes en las
distintas proteinas de fusibn no se comportaron como especificos de las proteinas que
presentaban el mismo epitopo. En consecuencia, la interpretacion de las observaciones
no permite concluir si la aparicién en las fracciones inmunoprecipitadas de las distintas

proteinas se debe a su interaccion con otros productos o a artefactos de la técnica.

La proteina CP de potyvirus sufre modificaciones post traduccionales como la
fosforilacion y glicosilacién (lvanov et al., 2001, Fernandez-Fernandez et al., 2002). Este
tipo de fendmenos dependen de enzimas del huésped en el que se produce la infeccién
por el virus (Chen et al., 2005) y no tienen por qué producirse del mismo modo en un
sistema experimental como S. cerevisiae. Si este tipo de modificaciones fueran

necesarias para que se produjera la interaccion entre las proteinas HC-Pro y CP, el
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YTHS no seria adecuado entonces para estudiarlas y esta podria ser otra causa para la

no deteccion de la interaccion entre las proteinas CP y HC-Pro de TEV con ese sistema.

V.1.3 ESTUDIO DE INTERACCION DE LA PROTEINA HC-PRO DE TEV
CONSIGO MISMA.

Puesto que la interaccion de hisHC-Pro de TEV consigo misma si habia sido
detectada por YTHS, se decidié profundizar en este caso, analizando si los mutantes
disponibles en la region rica en cisteinas mantenian la capacidad de interaccionar, o sSi
quizé la presencia de mutaciones en esta regién estaba alterando la interaccién. Los
resultados de los experimentos realizados han mostrado que se mantiene la capacidad
de interaccion de la proteina HC-Pro consigo misma en todos los casos, tanto para
variantes funcionales como no funcionales en transmisién. Sin embargo, cuando se
empleo el gen delator de la B-galactosidasa para cuantificar la fortaleza de la interaccion,
los niveles de esta enzima fueron superiores en los casos en los que el HC-Pro era activo
para transmision (figura 20), si bien las diferencias con los valores obtenidos en el resto
de los mutantes no fueron significativas para todos los casos. Esta tendencia observada
podria sugerir una interaccibn mas deébil en el caso de las variantes no transmisibles.
Aungue la correlacibn no es completa, los datos apuntan en la direccion de que las
variantes transmisibles poseen proteinas HC-Pro capaces de interaccionar consigo
mismas con mas fuerza que en el caso de las variantes no transmisibles. Actualmente no
se tiene suficiente informacion sobre como ocurre la dimerizacion u oligomerizacion de la
proteina HC-Pro de potyvirus, y existen ciertas discrepancias entre los estudios
disponibles en diferentes virus y con distintas metodologias de andlisis. Una hipotesis
gue ayudaria a explicar las discrepancias entre los trabajos disponibles, seria la
presencia de multiples zonas de interaccidn, es decir que sean necesarios varios puntos
de interaccion en la estructura de la proteina para que se produzca la estructura
multimérica activa en transmisién. Podria entonces darse el caso de que en las proteinas
no activas en transmision se perdiera algin punto de interaccion, aunque ésta no
gquedara abolida completamente, por lo que el estudio por YTHS seguiria detectando la
interaccion en la levadura, y Unicamente reduciria la fuerza de la interaccion en términos

cuantitativos, como se observa en nuestros resultados.

Existen estudios en la literatura que han analizado la interaccion de la proteina
HC-Pro consigo misma empleando el sistema de dos hibridos. Esta interaccién ha sido
detectada en numerosos potyvirus tales como PVA (Guo et al., 1999), PSbMV (Guo et al.,
2001), LMV y PVY (Urcuqui-Inchima et al., 1999b), SMV (Kang et al., 2004) o el
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tritimovirus WSMV (Choi et al., 2000). Ademas, algunos de estos trabajos analizan los
dominios minimos de dimerizacion de esta proteina. Sin embargo, los resultados de
estos trabajos no son coincidentes. En el caso de PVA, Guo y colaboradores (Guo et al.,
1999) describieron los dominios minimos necesarios para que se produzca la interaccion
de HC-Pro consigo mismo por YTHS: éstos se localizaban entre los residuos 112 y 135
de la region amino terminal y los ultimos 120 residuos en el extremo carboxilo de la
proteina. Por tanto, segun este trabajo la region rica en cisteinas incluyendo el dominio
KITC es prescindible para detectar interacciéon de HC-Pro de PVA consigo mismo por
YTHS. Sin embargo, Urcuqui-Inquima y colaboradores (Urcuqui-Inchima et al., 1999a,
Urcuqui-Inchima et al., 2000) observaron que, para los casos de LMV y PVY, Unicamente
la regién amino terminal, y en concreto los primeros 72 y 83 residuos respectivamente,
son esenciales para que se produzca la interaccién lo que si incluiria la regién rica en
cisteinas y el dominio KITC. Asimismo describen como la mutacion de determinado
dominios de la regidn rica en cisteinas es capaz de abolir la capacidad de interaccién de
HC-Pro consigo mismo. La secuencia de la proteina HC-Pro de TEV se parece mas a la
de PVA que a la de LMV o PVY (Adams et al., 2005) por lo que quiz& no es de extrafiar
que se comporte en YTHS de manera similar a PVA, y que mutaciones en la region rica
en cisteinas (prescindible para la interaccion de HC-Pro de PVA consigo misma) no

anulen la interaccién de la proteina consigo misma.

Como ya hemos mencionado en numerosas ocasiones la forma activa en
transmision de la proteina HC-Pro de potyvirus es al menos un dimero (Thornbury et al.,
1985, Plisson et al.,, 2003, Ruiz-Ferrer et al., 2005). Trabajos previos de nuestro
laboratorio sugerian la posibilidad de que la pérdida de transmision en todos estos
mutantes de TEV se debia quiza a defectos en la dimerizacién de la proteina (Llave et al.,
2002). Los resultados muestran que la proteina HC-Pro estudiada en todos los casos
interacciona consigo misma. Los andlisis cuantitativos parecen indicar una mayor
activacion del gen de la B-galactosidasa en el caso de las variantes transmisibles que en
las no transmisibles aunque las diferencias no son claramente significativas. En el caso
de PVY, mutaciones en residuos conservados en esta region abolian la capacidad de
interaccion (Urcuqui-Inchima et al.,, 1999a). Nuestro trabajo no analiza las posiciones
equivalentes en TEV por lo que quiza el efecto no sea el mismo aunque en nuestro caso
si que parece observarse un “debilitamiento” en la fuerza de la interaccién en el caso de
los mutantes no transmisibles por pulgdn. Por otra parte nos gustaria destacar que el
trabajo de Urcuqui-Inquima y colaboradores no realiza ningun estudio del efecto de estas
mutaciones en el contexto del genoma viral, y genera los mutantes Unicamente en los

plasmidos para el estudio de las interacciones por YTH sin estudiar el efecto que puedan
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tener estas modificaciones sobre el ciclo viral, ni en concreto sobre el proceso de
transmision. En cualquier caso los resultados obtenidos para un potyvirus en este tipo de
estudios no tiene por qué coincidir con los obtenidos para otro potyvirus empleando el
mismo sistema como ya se ha podido observar en la literatura, y otros factores como el
plegamiento de las proteinas de fusion generadas podrian estar afectando los resultados
(Choi et al., 2000, Guo et al., 2001, Kang et al., 2004).

Los resultados de interaccion fueron confirmados mediante un sistema in vitro con
traduccion de las proteinas en un sistema no celular y ensayos de inmunoprecipitacion
empleando anticuerpos especificos de epitopos afiadidos a la secuencia proteica. En

todos los casos se confirmé la interaccion de la proteina HC-Pro consigo misma.

V.2 GENERACION Y ANALISIS DE VARIANTES NO
TRANSMISIBLES DE PPV POR MODIFICACIONES EN LAS
REGIONES CODIFICANTES DE LAS PROTEINAS CP Y HC-Pro.

El presente trabajo se ha llevado a cabo usando como virus modelo el virus de la
Sharka, PPV. Se disponia de un clon completo infeccioso de una variante transmisible
de este virus, pero al iniciar el trabajo no se disponia de clones completos infecciosos de
variantes no transmisibles. Uno de los objetivos de este trabajo fue desarrollar un
sistema de expresion heterdlogo para producir proteina HC-Pro fuera del contexto de la
infeccidn viral por expresion transitoria basada en A. tumefaciens y estudiar su actividad
en transmisién. Para llevar a cabo este objetivo fue necesario en primer lugar generar
varios clones infecciosos de PPV que dieran lugar a variantes en las que se hubiera
perdido su capacidad de transmision. Para ello se diseflaron mutantes con
modificaciones en distintos dominios de las proteinas que intervienen en el proceso de

transmision, y se caracterizaron sus propiedades.

Para los ensayos de transmisidn secuencial empleando particulas virales
purificadas y con asistencia de proteina HC-Pro producida por expresion transitoria se
precisaba de un control de proteina HC-Pro activa en transmisién y procedente de
infeccion viral. Para ello se generd un clon completo con una delecion de 15 aminoacidos
en el extremo amino terminal de la regién codificante de la proteina de la cipsida CP. El

clon obtenido se denomin6é pICPPV CPNAT. La delecion generada ya fue descrita en
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aislados naturales no transmisibles (Maiss et al., 1989, Lépez-Moya et al., 1995), por
tanto era previsible que el clon generado no tuviera problemas de infectividad ni de
acumulacion viral al menos en el huésped experimental empleado en este trabajo. En
efecto, el virus producido con la delecion se acumuld a niveles similares al virus no
modificado, y tal y como cabia esperar perdié su transmisibilidad por pulgones. Segun
resultados previos con otros potyvirus, la pérdida del dominio DAG en este mutante
deberia inhabilitar la interaccion entre la proteina HC-Pro y la proteina CP (Blanc et al.,
1997). El resultado es que plantas infectadas con este virus deberian ser fuente de HC-
Pro funcionalmente activo aunque el virus no pueda ser transmitido a causa de esta
delecién en la region codificante de su proteina de la cépsida. Los ensayos de
transmision secuencial de particulas purificadas con alimentacién previa en plantas
infectadas con este virus han demostrado la actividad en transmision de dicho HC-Pro,

confirmando las previsiones anteriores.

La actividad de la proteina HC-Pro expresada transitoriamente también se analizé
en transmisiones con una Unica alimentacion en planta de los pulgones. Para realizar
este tipo de ensayos era preciso obtener clones infecciosos no transmisibles por causa
de modificaciones en la region HC-Pro. De este modo, expresando transitoriamente
proteina HC-Pro en plantas infectadas con estos clones, se podria analizar su actividad
en transmision. Asi se produjeron los clones pICPPV EITC y pICPPV PAK. Ambos
cambios aminoacidicos han sido descritos en aislados naturales no transmisibles de otros
potyvirus (Thornbury et al., 1990, Granier et al., 1993, Canto et al., 1995) asi como en
clones generados por mutagénesis que resultaron infecciosos y no transmitidos por
pulgon (Atreya & Pirone, 1993, Huet et al., 1994, Blanc et al., 1998, Peng et al., 1998).
Dado que estos dominios alterados se encuentran ya en aislados no transmisibles en la
naturaleza, era de esperar que al analizar la sintomatologia y niveles de acumulacion de
estos virus no se observaran diferencias con el virus transmisible, como en efecto ocurrio

€en nuestro caso.

En ensayos de transmision el clon pICPPV EITC perdi6 completamente su
capacidad de transmision, tal y como ocurre para otros potyvirus (Atreya & Pirone, 1993,
Blanc et al., 1998). Sin embargo, en el caso del mutante pICPPV 5.15 PAK, aunque se
produjo una drastica reduccion en la tasa de transmisidén por pulgones, ésta no fue total.
Este resultado coincide con los estudios de mutagénesis realizados con el potyvirus
ZYMV (Huet et al., 1994, Peng et al.,, 1998). En principio el dominio PTK ha sido
implicado en la interaccion entre la proteina HC-Pro y la particula viral pero parece

razonable pensar que, tal y como ocurre en el caso de dos dominios KITC de HC-Pro
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(Llave et al., 2002) y DAG de la CP (Lopez-Moya et al., 1999), no solo este dominio esté
implicado en esta interaccion sino que todo el contexto en el que se encuentra el mismo
participa de algin modo en el proceso. Ademas, el cambio de treonina, un aminoacido
polar sin carga en PTK, por alanina, un amino&cido apolar en PAK, no tendria la misma
trascendencia estructural que por ejemplo el cambio de KITC por EITC, por lo que se
puede pensar que no sea suficiente para abolir la funciébn por completo. Tampoco se
pueden descartar diferencias estructurales entre las proteinas HC-Pro de distintos

potyvirus que explicaran comportamientos distintos para la misma mutacion puntual.

V.3 PRODUCCION DE HC-Pro DE PPV MEDIANTE EXPRESION
TRANSITORIA EN N. benthamiana y N. tabacum.

Para realizar la expresion transitoria de HC-Pro de PPV en plantas se decidio
emplear dos plantas huésped con el fin de determinar en cual de ambas la expresion era
mas estable y la acumulacion de proteina mayor. Durante el disefio de la estrategia de
clonaje en el vector de expresion pCAMBIA 2300 se tuvieron en cuenta datos disponibles
en la literatura; por ejemplo se decidié introducir la regiébn 5 no traducible, el cistron
correspondiente a la proteina P1, el correspondiente a la proteina de nuestro interés HC-
Pro y un pequefio fragmento de la region codificante de la proteina P3. La construccién
asi disefiada dara lugar a proteinas P1 y HC-Pro liberadas por autoproteolisis, y por tanto
con extremos N y C idénticos a los producidos en la infeccién viral. La inclusién de un
fragmento pequefio de P3 buscaba que el procesamiento autoproteolitico de HC-Pro

ocurriera con la misma eficiencia que en la poliproteina viral.

Los elementos genéticos virales incluidos en la construccion se introdujeron
buscando una optimizacion de la expresion. La regién 5" no traducible de potyvirus ha
sido descrita en diferentes trabajos como un elemento potenciador de la traduccion,
siendo capaz de actuar como sistema de traduccion independiente de cap (Carrington &
Freed, 1990, Simon-Buela et al., 1997, Zeenko & Gallie, 2005) y por tanto su presencia
podria aumentar los niveles de acumulacion de la proteina HC-Pro. El descubrimiento de
la accion supresora del PTGS de la proteina HC-Pro en varios laboratorios de forma
simultanea (Anandalakshmi et al., 1998, Brigneti et al., 1998, Kasschau & Carrington,
1998) marcd un hito en la historia de la virologia vegetal, y ya desde estos trabajos
pioneros se menciona la actividad potenciadora que posee la proteina P1 de la funcion
supresora de HC-Pro (Anandalakshmi et al., 1998, Kasschau & Carrington, 1998). Por

este motivo se decidid incorporar en la misma construccion la region codificante de la
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proteina P1 que se produce como proteina activa por procesamiento autocatalitico. En el
caso de PPV, recientemente Valli y colaboradores (Valli et al., 2006) han descrito el
efecto potenciador que la presencia de la proteina P1 tiene en la funcién de supresion de
PTGS por parte de HC-Pro. En este trabajo se ha demostrado la ausencia de actividad
supresora de la proteina P1 per se, y cOmo ésta es capaz de potenciar el efecto supresor
de la proteina HC-Pro de PPV en cis cuando ambas proteinas se producen a partir de
una misma construccioén, y no cuando se producen en trans a partir de dos vectores de
expresion distintos. En consecuencia, nuestra construccion deberia mostrar un efecto
potenciado en cuanto a la capacidad intrinseca de HC-Pro de suprimir silenciamiento
génico, y por tanto cabria esperar una mejor expresion comparada con construcciones
gue no incluyeran la proteina P1. Los altos niveles de expresién conseguidos en plantas
de N. benthamiana, que llegan a superar la acumulacion obtenida en plantas infectadas
por el virus, confirman esta prediccion.

Al analizar los niveles de acumulacidon de proteina HC-Pro madura en plantas
agroinfiltradas se pudo observar claramente como la expresion de la proteina era mucho
mayor en N. benthamiana que en N. tabacum. En el caso de este segundo huésped, en
la mayoria de los ensayos repetidos que se realizaron ni siquiera fue posible la deteccién
de la proteina. Esta observacion abre aspectos interesantes que es necesario considerar.
Primero, el virus PPV causa infeccion sistémica en N. benthamiana y no asi en N.
tabacum, lo que podria sugerir una relacién entre el movimiento sistémico del virus y los
niveles de expresion de la proteina HC-Pro. Trabajos previos sugerian que quiza en N.
tabacum la falta de movimiento sistémico del virus PPV podia estar relacionada con la
capacidad supresora de esta proteina en dicho huésped (Saenz et al., 2002). Por este
motivo se decidié analizar los niveles de mRNA asi como la acumulacion de sRNAs en
ambos huéspedes. EIl objetivo era estudiar si en el caso de N. tabacum se produce un
fendmeno de PTGS mas acusado que en N. benthamiana, y que esto pudiera explicar los
bajos niveles de expresion en N. tabacum. Sin embargo, se observé una menor
acumulacion de mRNA en N. tabacum que en N. benthamiana, y que no se correspondia
con un fenémeno de PTGS mas exacerbado, puesto que apenas se detectaban sRNAs
procedentes de la construccidén en las plantas de N. tabacum agroinfiltradas. Por el
contrario, siendo la acumulacién de mRNA mayor en N. benthamiana, si se encontraron
sRNAs homologos a la construccién agroinfiltrada. Este Ultimo resultado esta en
consonancia con el reciente descubrimiento de un mecanismo que se asocia a la
capacidad de supresion de HC-Pro (Lakatos et al., 2006). La proteina HC-Pro actia
secuestrando las moléculas inductoras del silenciamiento, los duplex de sSiRNA,
impidiendo el progreso del PTGS, aunque al estabilizarlos también permite su deteccion

en ensayos tipo Northern blot. En el caso de N. benthamiana, en ausencia de proteina
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HC-Pro, el RNA mensajero de construcciones agroinfiltradas es degradado por el
mecanismo de silenciamiento génico. En el caso de nuestra construccion, en cuanto se
produce una pequefia cantidad de proteina HC-Pro activa, esta proteina actia como
supresor de silenciamiento, impidiendo que el mensajero sea degradado, y contribuyendo
a retroalimentar la expresion de la construccién. Por el contrario, en plantas de N.
tabacum agroinfiltradas con la misma construccién, se observa que los niveles de mRNA
son menores desde el comienzo. Una posible explicacion para la falta de acumulacion en
esta especie es que al ser la transcripcion menor desde un principio en N. tabacum, no se
produce suficiente proteina supresora HC-Pro que pueda contrarrestar el efecto del
silenciamiento, y los niveles de mRNA se mantienen bajos sin producirse niveles
detectables de sRNAs ni de proteina. La menor eficiencia inicial en transcripcion y por
tanto traduccion vendria condicionada por caracteristicas desconocidas, especificas de
tabaco. Especulativamente, la existencia de por ejemplo factores del huésped diferentes
entre N. benthamiana y N. tabacum podria afectar al correcto procesamiento proteolitico
de la construccién traducida, impidiendo de esa forma la produccién de proteina HC-Pro
activa. Asimismo tampoco se puede descartar algun efecto que la proteina P1 también

expresada a partir de la construccion pTRANS5 PPV pueda tener en todo el sistema.

En cualquier caso, a la luz de los ensayos de Northern blot en los que a tiempos
inferiores al desencadenamiento del PTGS ya se observan menores niveles de mRNA en
N. tabacum que en N. benthamiana, parece claro que la menor acumulacion inicial de
MRNA en N. tabacum comparado con N. benthamiana esta reflejando un fenémeno que
ya actuaria en la transcripcion, condicionando después toda la evolucion posterior. Este
resultado podria estar en consonancia con los ya publicados para la produccion de otras
proteinas distintas al HC-Pro, en los que se observan diferencias de expresion en
distintos huéspedes, incluso entre diferentes miembros del género Nicotiana (Andrews &
Curtis, 2005, Marillonnet et al., 2005, Sheludko et al., 2006).

La conclusién practica que debemos derivar de nuestras observaciones es la

necesidad de probar mas de un huésped potencial para poder escoger en cada caso el

mas adecuado.
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V.4 ESTUDIOS DE FUNCIONALIDAD DE HC-PRO EXPRESADO
TRANSITORIAMENTE EN ENSAYOS DE TRANSMISION.

Durante el desarrollo de esta tesis se ha podido demostrar por primera vez la
actividad en transmision de la proteina HC-Pro expresada transitoriamente. Para ello se
llevaron a cabo dos tipos de ensayos: ensayos en los que los pulgones adquirieron e
inocularon particulas virales purificadas tras dos alimentaciones secuenciales, y ensayos
en los que los pulgones adquirieron simultdneamente particulas virales y proteina HC-Pro

expresada transitoriamente.

En el primer tipo de ensayo los pulgones tuvieron acceso secuencialmente a dos
tipos de fuentes de alimentacion. En la primera alimentacion se utilizaron hojas de N.
benthamiana que expresaban HC-Pro de PPV transitoriamente. Asi el aparato bucal de
los pulgones podria cargarse de proteina activa necesaria para transmitir virus adquirido
en una segunda alimentacion. La segunda alimentacion se produjo a través de
membranas artificiales de Parafiim® en una solucién conteniendo Unicamente particulas
de virus purificadas en ausencia de proteina HC-Pro. Posteriormente los pulgones se
traspasaron a pequefias plantulas de N. benthamiana para la inoculacién del virus. El
hecho de que el virus fuera inoculado en estas plantas demuestra la funcionalidad de la

proteina expresada transitoriamente en N. benthamiana.

Ademas se disefid un control experimental generando el clon pICPPV 5.15
CPNAT. Durante la infeccion sistémica inducida por este virus se produce proteina HC-
Pro activa que procede de la propia infeccién viral. El virus presente en estas plantas no
puede, sin embargo, ser transmitido porque presenta una delecion en el extremo amino
de la proteina de la capsida que anula el dominio DAG y por tanto se considera que no
tiene capacidad de interaccionar con la proteina HC-Pro, interaccion necesaria para que
el virus sea transmitido por el pulgbn. Los ensayos de alimentacién secuencial
empleando plantas infectadas con pICPPV 5.15 CPNAT resultaron ser un control positivo
Optimo para analizar la actividad en transmision de la proteina HC-Pro producida por

expresion transitoria.

No obstante, hay que mencionar una elevada variabilidad en los resultados de
transmisién entre los distintos ensayos independientes (la tasa de transmision oscild
entre un 12.5 y un 50% para la proteina producida por expresion transitoria y entre un 8.3

y un 65% para el control positivo con PPV CPNAT). Este hecho podria estar ocasionado
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por diversos motivos: en primer lugar, la complejidad del ensayo con varias
manipulaciones de los pulgones podrian modificar su comportamiento alimenticio, y por
tanto influir en la transmisién del virus. Otro posible motivo seria el hecho de estar
trabajando con particulas virales purificadas. La experiencia previa de nuestro laboratorio
sugiere que en efecto la estabilidad de las particulas virales purificadas es una posible
causa para la reduccion de la tasa de transmision de potyvirus en determinados casos
(Fernandez-Calvino, 2006). Ademas cabe destacar que la bajada en la tasa de
transmisiéon en determinados ensayos ocurria simultaneamente tanto para el control
positivo con PPV CPNAT como para las hojas agroinfiltradas con pTRANS5 PPV. En
todos los casos se utilizd en cada repeticion la misma preparacion de particulas
purificadas para ambas transmisiones, lo que explicaria la bajada simultdnea en la tasa
de transmision en los dos casos si ésta se debiera a un deterioro en la calidad de las

particulas purificadas.

Con el doble fin de simplificar el ensayo y evitar la variabilidad que parece
introducir la diferente calidad de las preparaciones de viriones purificados, se buscé
analizar la actividad de la proteina HC-Pro expresada transitoriamente desde otra
aproximacion experimental. Para ello se disefié un segundo tipo de experimento en el
gue la transmision se realizase Unicamente en una alimentacion. En este tipo de ensayos
se necesitaba disponer de algun clon de PPV no transmisible a causa de modificaciones
en la region HC-Pro. Se utilizé inicialmente un clon quimérico de PPV disponible en el
laboratorio (Martinez-Garcia, 2000). Este clon posee la regién codificante de la proteina
HC-Pro del virus PVY en el contexto genético de PPV. A pesar de que la proteina HC-
Pro de PVY puede asistir la transmision de particulas de PPV (L6épez-Moya et al. 1995,
Fernandez-Calvino, 2006) la quimera no es transmisible en ensayos de transmision de
planta a planta. Esta quimera posee dos cambios aminoacidicos en la regidn amino
terminal del factor HC-Pro para posibilitar el procesamiento proteolitico por parte de la
proteina P1 de PPV (figura 6), y esta modificacién podria ser la causa para la pérdida de
transmision por pulgones de esta quimera, aunque tampoco se podrian descartar otros
motivos, como por ejemplo una diferente localizacion intracelular de las proteinas HC-Pro
de PPV y de PVY.

Los ensayos de transmision planta a planta han demostrado que también de esta
manera la proteina HC-Pro de PPV producida por agroinfiltracion fuera del contexto de la
infeccidn viral es activa en transmision, ya que permitia recuperar la transmisibilidad de la
guimera no transmisible. Sin embargo, la construccidon que expresaba transitoriamente

HC-Pro de PVY en el contexto de PPV no fue capaz de asistir la transmision del propio
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virus quimérico. Este dato confirma la pérdida de funciéon del HC-Pro de PVY producido
en un contexto quimérico y hace menos problable de que esta pérdida de funcion se
debiera a una distinta localizacién en el contexto de la célula infectada puesto que la
proteina HC-Pro de PPV expresada transitoriamente si que asiste la transmision del virus
guimérico. Por tanto, y como ya he mencionado antes, las modificaciones efectuadas en
el extremo amino terminal de la proteina HC-Pro de PVY para permitir su procesamiento
proteolitico por parte de la proteasa P1 de PPV es muy posible que estén afectando la

actividad en transmision de esta proteina.

La transmisién de virus quimérico no transmisible por parte de HC-Pro de PPV
producido transitoriamente fue inferior comparada con la transmisién de la variante
silvestre 5.15. Para estudiar si esta menor eficiencia de la proteina HC-Pro de PPV en
transmision se debia Unicamente a la proteina asi expresada, o si el uso del virus
quimérico podia estar teniendo algun efecto negativo en la transmisién por pulgones,
utilizamos los clones pICPPV EITC y pICPPV PAK para los que la transmisién habia sido
completamente anulada o drasticamente reducida a consecuencia de modificaciones
realizadas en los dominios conservados KITC y PTK de la region codificante de la
proteina HC-Pro, mientras que el resto de la secuencia del virus era idéntica a la presente

en el clon transmisible pICPPV 5.15.

Los resultados obtenidos en los ensayos de transmision fueron de nuevo menores
a los observados en un control positivo de transmision utilizando el virus PPV 5.15.
Ademas, este efecto no se puede explicar por una menor acumulacion de la proteina
producida en las agroinfiltraciones puesto que los ensayos previos de acumulacion de
proteina demostraron que la acumulacién de proteina HC-Pro en hojas agroinfiltradas era
similar e incluso superior a la presente en una infeccion viral. Tampoco parece plausible
que la proteina expresada transitoriamente tenga una actividad menor que la producida
en una infeccion viral, puesto que en los ensayos de transmision secuencial ya
mencionados no se apreciaron diferencias significativas entre las transmisiones
realizadas con PPV 5.15 CPNAT como fuente de HC-Pro activo y las realizadas con
hojas agroinfiltradas con pTRANS5 PPV. Cabe la posibilidad de que la distribucién
celular de la proteina expresada tras la agroinfiltracion no sea la misma que la
distribucion de las particulas virales. Podria suceder que la proteina expresada
transitoriamente y las particulas virales se acumularan en regiones e incluso
compartimentos subcelulares distintos dentro de la misma célula y por tanto, la
adquisicion de ambos componentes simultdneamente fuera menos probable que en el

caso de una infeccidon natural con un aislado viral transmisible. En esta linea cabe
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mencionar el trabajo publicado recientemente por Torrance y colaboradores (Torrance et
al., 2006) en el que los autores postulaban una posible adquisicién conjunta del HC-Pro y
del virus formando parte de un complejo preformado, por parte del pulgdn. Esta
hipétesis de todos modos resulta un tanto controvertida, puesto que las particulas virales
purificadas que poseian moléculas de HC-Pro unidas en su extremo 5" deberian poder
ser transmitidas por pulgén, y sin embargo la experiencia acumulada indica que los
viriones purificados nunca son transmitidos, por lo que el hipotético papel en transmision
de ese complejo preformado no seria suficiente. Es posible, por tanto, que dado que la
proteina HC-Pro es una proteina multifuncional implicada en nhumerosas funciones, la que
se encuentra unida a las particulas virales esté implicada en una funcién distinta a la de
transmision. Sin embargo tampoco se puede descartar un papel en el proceso, de forma
que fuera necesaria pero no suficiente. Por ejemplo, que el estado de oligomerizacion en
gque se encuentra cuando se une al extremo 5” de la particula viral no sea el éptimo para
que se produzca la transmisidbn por pulgones, y necesite interaccionar con otras

moléculas de HC-Pro para alcanzar su plena funcionalidad.

Otra posible explicacion a la reduccion observada en los ensayos de transmision
con proteina agroinfiltrada sobre planta infectada con variantes virales no transmisibles
seria la de que la proteina HC-Pro inactiva procedente de la infeccion viral pudiera estar
interfiriendo de algiin modo con la proteina expresada transitoriamente, disminuyendo asi
la capacidad de actuacion de ésta o alterando de algun modo la interaccion entre el virus
y la molécula de HC-Pro activa. Esta hipétesis, de confirmarse, abriria la puerta a la

posibilidad de interferir en el proceso.

V.5 ENSAYOS DE INTERFERENCIA EN LA TRANSMISION DE P PV.

En la linea de la ultima hip6tesis mencionada en el anterior capitulo, se plantearon
una serie de experimentos en los que diferentes moléculas de HC-Pro inactivas en
transmision se expresaron transitoriamente para intentar disminuir la tasa de transmision
del virus PPV. Para ello se generaron dos variantes del plasmido pTRANS5 PPV:
pPpTRANSS5 PPV EITC y pTRANS5 PPV PAK. Ambos procedian de los clones completos
generados previamente pICPPV EITC (no transmisible) y pICPPV PAK (con
transmisibilidad muy reducida). En un primer ensayo se emple6 el mismo esquema que
para asistir la transmision de variantes no transmisibles. Las plantas fueron infectadas
con el clon transmisible pICPPV 5.15 y agroinfiltradas con las construcciones que

expresaban las proteinas HC-Pro no funcionales EITC y PAK. Estas hojas se usaron
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para alimentar pulgones y la tasa de transmision se comparé con la resultante de
ensayos en los que no se expreso proteina HC-Pro adicional o, si se expreso, ésta era
funcional en transmision. Los resultados indicaron un ligero descenso en la tasa de
transmision, si bien los andlisis estadisticos mostraron que estas diferencias no eran
significativas. Este resultado tiene varias posibles explicaciones. Siguiendo la hipotesis
planteada en el capitulo anterior acerca de la posible distinta localizacion subcelular de la
proteina producida a partir de la infeccion viral y la producida por expresién transitoria
mediada por A. tumefaciens, podria suceder que si la proteina alterada no se encuentra
fisicamente préoxima a las particulas virales la interferencia se ve dificultada. Esto

explicaria el leve descenso en la tasa de transmisién sin llegar a ser significativo.

Los ensayos de interaccion se han realizado con dos tipos moléculas interferentes:
HC-Pro EITC y HC-Pro PAK. En los ensayos en los que se emple6 HC-Pro EITC se
buscaba “secuestrar’ las particulas virales mediante la interaccion con esta proteina
modificada. En el caso de que la transmision se produjera a partir de complejos
preformados de HC-Pro y particula viral, la interaccion de las particulas virales con
moléculas HC-Pro EITC estaria bloqueando las particulas virales puesto que la proteina
HC-Pro EITC no interaccionaria después con el lugar de unién del pulgdn. Sin embargo,
los resultados no mostraron una interferencia significativa. En este hecho pueden estar
interviniendo varios factores: en primer lugar se desconoce la estabilidad de la interacciéon
HC-Pro patrticula viral. Tampoco se sabe si la particula viral interacciona con una o varias
moléculas de HC-Pro que medien a su vez la interaccion con el sitio de unién en el canal
alimenticio del pulgén. Si los puntos de interaccién entre la particula viral y distintas
proteinas HC-Pro son numerosos, y no todos son necesarios para que se produzca la
unién al estilete del pulgdn, resultaria muy dificil, en presencia de una cantidad suficiente
de HC-Pro funcional procedente de la infeccion viral, bloquear todos los sitios de union
con HC-Pro EITC, y uUnicamente un elevado desequilibrio en la relacién de formas
funcionales y no funcionales llegaria a traducirse en una disminucién de la tasa de
transmision. En lo que respecta a los ensayos empleando proteina HC-Pro PAK, en este
caso, la proteina tiene inhabilitada la interaccion con la particula viral. EI objetivo era
entonces que esta proteina compitiera con el HC-Pro funcional procedente de la infeccion
viral por los sitios de uniéon en el canal alimenticio del pulgén, disminuyendo el nimero de
sitios disponibles. Nuevamente se desconoce si el numero de lugares de unién en el
aparato bucal del pulgén es elevado, o si son varias las moléculas de HC-Pro necesarias
para que la particula viral sea retenida. Tampoco se sabe si la hipotesis de la adquisicion

mediada por complejos preformados es acertada, y de serlo las posibilidades de interferir
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con variantes no funcionales de HC-Pro podrian venir muy condicionadas por factores

como la diferente localizacion y la concentracion local dentro de la célula.

No obstante, dado el interés aplicado de la interferencia con el mecanismo de
transmision de potyvirus, se buscaron nuevas estrategias intentado agotar todas las
posibilidades para producir una interferencia en el proceso. Se emplearon nuevos
ensayos de transmisién secuencial en los que los pulgones fueron prealimentados en
hojas en las que se expresé transitoriamente HC-Pro PAK. EIl objetivo fue anular el
efecto que pudiera tener la presencia simultanea de la proteina HC-Pro funcional
procedente de la infeccidn viral y la proteina expresada transitoriamente. Estos ensayos
se llevaron a cabo Unicamente con proteina HC-Pro PAK puesto que se considera que la
proteina HC-Pro EITC no interacciona con los receptores del pulgon. Los pulgones
tuvieron entonces la posibilidad de adquirir en la primera alimentacion HC-Pro PAK y
posteriormente se alimentaron sobre plantas infectadas con el virus transmisible PPV
5.15. En este caso tampoco se observdé una reduccidén significativa en la tasa de
transmision.  Estudios realizados en nuestro laboratorio (Fernandez-Calvino, 2006)
parecen apuntar al hecho de que en los casos en los que el pulgon se alimenta
consecutivamente sobre dos plantas infectadas con dos aislados distintos de PPV el
aislado transmitido es casi siempre el segundo, encontrandose evidencias ademas que
parecen indicar que en la segunda alimentacién se liberan tanto el primer virus como su
molécula HC-Pro homodloga, puesto que en los ensayos en los que la segunda
alimentacion se daba sobre plantas infectadas con el virus PPV EITC los valores de
transmision se veian practicamente anulados. Esta hip6tesis explicaria la falta de
interferencia en este tipo de ensayos, puesto que si la proteina HC-Pro PAK se libera
durante la segunda alimentacién de los pulgones, no se observaria ningun fenédmeno de

interferencia.

Por ultimo se llevaron a cabo experimentos con los clones completos infecciosos
disponibles. Se realizaron infecciones mixtas con mezclas de virus PPV transmisible y no
transmisible y se analizé si se producia algun fendmeno de competencia entre ambas
variantes y la transmision por pulgones se veia reducida. En ningln caso se observé una
reduccién significativa en la tasa de transmision. Existen numerosos trabajos realizados
con infecciones mixtas de potyvirus. Sin embargo, los resultados no son concluyentes en
lo que se refiere a los posibles efectos de las infecciones mixtas en procesos como la
transmision. Son numerosos los ejemplos descritos en la literatura de
heteroencapsidacion de virus, complementacion y fenbmenos de recombinacion en

poblaciones mixtas (Lecoq & Pitrat, 1985, Bourdin & Lecoq, 1991, Taliansky & Garcia-
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Arenal, 1995, Froissart et al., 2005) que favorecen la hipétesis de que en infecciones
mixtas con dos poblaciones virales, ambas estan presentes en las mismas células. Sin
embargo también existen trabajos publicados cuyos resultados van en contra de esta
hipétesis. Dietrich y Maiss (Dietrich & Maiss, 2003) sugieren en un trabajo realizado con
clones de potyvirus marcados con moléculas fluorescentes que los puntos en los que se
encuentran mezclados los dos virus dentro de la misma célula son pocos, y que en
general las poblaciones virales se encuentran separadas fisicamente en distintas
regiones de la planta a la que infectan. Las infecciones mixtas realizadas en nuestros
ensayos de transmision son muy similares a las descritas por Dietrich y Maiss, siendo
posible que el patron de distribucion de las dos poblaciones virales sea similar al descrito

en este trabajo.

Los niveles de transmision no fueron menores en plantas con infecciones mixtas
gque en plantas Unicamente infectadas con el virus no modificado. Sin embargo, la
infeccion mixta fue confirmada en todos los casos en la hoja empleada en los
experimentos de transmision. Para ello se realizd IC-RT-PCR y posterior digestion con la
enzima de restriccion Spel que permite distinguir el virus no modificado de las variantes
modificadas. El hecho de que la tasa de transmisibn no se viera disminuida
significativamente puede deberse a varios motivos. En primer lugar la técnica por la que
se realizan las transmisiones utilizando 10 pulgones para cada planta en la que se
ensaya la inoculacion del virus impide aislar el fenébmeno de inoculacién. El uso de este
namero de vectores obedece a la baja tasa de transmision con pulgones individuales, que
obligaria a realizar un gran nimero de repeticiones para obtener resultados. Puesto que
se utilizan en cada caso 10 pulgones, habiéndose alimentado cada uno de ellos en una
region distinta de la planta ya que se recogen al azar, no se puede descartar que cada
uno haya adquirido variantes diferentes. Este es el principal problema para el analisis de
los resultados, puesto que la inoculacion del virus puede provenir de cualquiera de los
pulgones empleados o incluso de varios de ellos. Existe sin embargo una tecnologia que
podria utilizarse para realizar un seguimiento individualizado de la actividad de cada
vector: la monitorizacion mediante graficas de penetracion eléctrica (EPG), disponible por
ejemplo en el grupo del Dr. Alberto Fereres (ICA, CSIC). Aunque este trabajo excede los

objetivos de la presente tesis, seria muy interesante abordarlo en un futuro estudio.

Incluso suponiendo que ambos virus estuvieran presentes en las mismas células,
otros factores podrian estar impidiendo un efecto interferente por parte de las moléculas
de HC-Pro modificadas. La proteina HC-Pro se produce a partir de la poliproteina viral

acumulandose en el citoplasma de las células infectadas, lo que resulta en la formacion
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en ocasiones de cuerpos de inclusion denominados amorfos (Rubio-Huertos, 1978,
Edwarson, 1992,). De este hecho se deduce que debe haber una gran acumulacién de la
proteina en el citoplasma de las células infectadas y por tanto es posible que este exceso
impida en parte la interferencia por parte de moléculas de HC-Pro modificadas puesto la
proteina funcional también se expresa a altos niveles. En otras palabras, la funcién de
asistencia de la transmision no se veria limitada por la cantidad de factor ayudante
disponible, y por tanto seria muy dificil competir en una situacién de partida en saturacion.
Nuevamente seria posible analizar esta hipétesis en un futuro mediante la
experimentaciéon con diluciones adecuadas de los factores implicados que nos alejaran
de la zona de saturacién. En cualquier caso, este sistema artificial no reflejaria las

condiciones naturales en las que ocurre la transmision.

Durante el desarrollo de los experimentos de transmision a partir de infecciones
mixtas se decidié analizar también el genotipo de los virus transmitidos en los ensayos.
En el caso de las infecciones mixtas estudiadas, no se aprecié ninguna tendencia en
cuanto a las infecciones presentes en las plantas inoculadas, y se encontraron tanto
infecciones mixtas como sencillas.  Si las poblaciones virales estuvieran espacialmente
separadas en la superficie foliar y asumimos que, puesto que el tiempo de adquisicion no
supera los cinco minutos, los pulgones se alimentan en una Unica region de la hoja de N.
benthamiana, cabria esperar que los casos de infecciones mixtas fueran poco frecuentes,
cosa que no sucede. Por el mismo motivo, si existiera una separacion fisica entre las dos
poblaciones en la mayoria de la superficie foliar seria de esperar que la transmision de
las variantes de virus no transmisibles no se produjera. Sin embargo, estas
consideraciones no tienen suficiente apoyo para considerarse concluyentes, puesto que
al realizarse las transmisiones con 10 pulgones por planta la inoculacién del virus no tiene
por qué provenir de un Unico pulgdn, e incluso si se utilizara un Gnico vector, éste podria
realizar mas de una insercién de prueba en distintas zonas de la hoja. De nuevo, el
sistema de monitorizacion EPG seria el mas adecuado para abordar estas cuestiones, ya
que permitiria asegurar en cada caso la actividad de adquisicion. El interés de estas
preguntas hace que diversos grupos con sistemas experimentales diferentes estén
dedicando esfuerzos para contestarlas en colaboracion con el grupo del Dr. Fereres
(Blanc, 2006, Tourifio et al., 2006) y es posible que en los préximos afios nuestra
comprension del fendmeno se beneficie de los nuevos datos que previsiblemente se iran

obteniendo.

El proceso de transmision estd mediado por tres elementos: el insecto vector, la

proteina HC-Pro y la particula viral. Se conocen las bases del mecanismo de la
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transmision, sin embargo aun se desconocen muchos aspectos concretos de este
proceso. Poco se sabe acerca de los posibles sitios de unién de la molécula HC-Pro en
el canal alimenticio del pulgdén. Nuestro laboratorio ha realizado importantes esfuerzos en
el estudio y busqueda de los sitios de unién de la proteina HC-Pro en el estilete del
pulgén (Fernandez-Calvino, 2006) si bien aun queda mucho por estudiar en esta parte de
la interaccion. Se desconoce, también, el nimero de puntos de union de proteina HC-Pro
(receptores) en el canal alimenticio del pulgdén como tampoco se sabe si la unién entre la
proteina HC-Pro y la particula viral se produce en un Unico punto o en varios dentro de la
particula. No se tienen datos acerca de la estabilidad de la interaccion entre los lugares
de union en el canal alimenticio del pulgén y la proteina HC-Pro, como tampoco se tienen
datos sobre la estabilidad de la interaccion de esta Ultima proteina con la particula viral en
las distintas situaciones y ambientes (insecto, planta) donde ocurren. Por todos estos
motivos se piensa que para poder disefiar una estrategia de interferencia del mecanismo
seria necesario aumentar el conocimiento de toda la red de interacciones que estan

implicadas en el proceso de la transmision por pulgones.

Finalmente hay que resaltar que todos estos estudios de interferencia han sido
realizados sobre un organismo modelo, N. benthamiana, y no sobre el huésped natural
del virus que en el caso de PPV serian arboles frutales tales como melocotoneros,

ciruelos y otras especies del género Prunus.

N. benthamiana es una planta ampliamente utilizada en el laboratorio por su
rapido crecimiento y facilidad de manejo. Ademas esta planta es huésped sistémico de
numerosos virus, siendo ademas su sintomatologia muy acusada. Se ha propuesto que
existan razones genéticas para esta susceptibilidad, por ejemplo porque una de las RNA
polimerasas dependientes de RNA necesaria para que se produzca una respuesta de
defensa por parte de la planta esta truncada (Yang et al., 2004). Por tanto, es posible
que esta u otras carencias defensivas que pueda tener este huésped estén
enmascarando la interferencia de modo que no hayamos podido apreciar diferencias
estadisticamente significativas. Asi, se requiere de una mayor profundizacion en este
sentido que nos permita determinar si tampoco existe interferencia en otros huéspedes
para PPV, como también ensayar este mecanismo de interferencia con otros potyvirus
distintos a PPV.

Pese a ser objeto de numerosos estudios por parte de distintos grupos cientificos,

aun existen importantes lagunas en el conocimiento de los mecanismos moleculares que

median la transmisién de potyvirus por pulgones. AUn existen importantes retos para el
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futuro en esta linea de investigacion, como la identificacion de las moléculas implicadas
en la retencion del virus en los estiletes del pulgon, o la caracterizacion estructural de la
proteina HC-Pro, por lo que se seguirdn dedicando esfuerzos para la consecucion de
estos objetivos y otros nuevos que vayan plantedndose, hasta conseguir disefiar nuevos

métodos que permitan mejorar el control de estas virosis.
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Conclusiones

El estudio de los mecanismos de transmision por pulgones de potyvirus, y de los
factores virales implicados en dicho proceso, nos ha permitido llegar a las siguientes

conclusiones:

1. Experimentos de Far Western blot utilizando diversos aislados virales nos han
permitido identificar una modificaciébn en la secuencia aminoacidida de la regién
amino terminal de la proteina CP del clon completo infeccioso TEV 7DA-CIB
disponible en nuestro laboratorio que inhabilita su interaccién con la proteina HC-

Pro, siendo la causa mas probable de la pérdida de transmision de dicha variante.

2. El sistema de los dos hibridos de levaduras ha permitido estudiar las interacciones
de mutantes de la proteina HC-Pro de TEV. La proteina HC-Pro interacciona
consigo misma en todos los casos estudiados, no obstante los analisis semi-
cuantitativos empleando el gen delator 3-galactosidasa indican que la interaccién es
mas fuerte en las proteinas procedentes de variantes virales transmisibles por
pulgon. La interaccibn consigo misma de HC-Pro se confirma por
inmunoprecipitacion de las proteinas producidas in vitro. En cambio, el andlisis de
interacciones en las que presuntamente participa la proteina de la capsida CP de

TEV no ha sido posible mediante ninguno de los dos sistemas anteriores.

3. La proteina HC-Pro de PPV ha sido expresada transitoriamente mediante
agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana, alcanzando una acumulacién
comparable a la de una infeccion viral. Por el contrario, la expresion en N. tabacum
de la misma proteina resultd indetectable por Western blot. El estudio de
acumulacion de mRNA y sRNA indica que los niveles de mRNA son menores en N.
tabacum que en N. benthamiana, pero no parece que este hecho se deba a un
proceso de silenciamiento génico post transcripcional, ya que no se observa un

aumento de los sRNAs.

4. La proteina HC-Pro de PPV expresada transitoriamente en N. benthamiana es
funcional en transmisién. En ensayos de transmision de particulas purificadas, la
proteina expresada transitoriamente es capaz de asistir su transmision al mismo
nivel que proteina HC-Pro procedente de infeccion viral. En ensayos de transmision
de variantes de PPV no transmisibles, se recupera la transmisibilidad de los mismos
por complementacion de funcién gracias a la proteina agroinfiltrada, si bien los

niveles de transmisién son mas bajos que los observados para virus transmisibles.
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Se han ensayado diversos métodos para interferir en la transmision de PPV por
pulgones. La expresion de variantes no funcionales de HC-Pro en hojas infectadas
con virus transmisible reduce ligeramente la transmision del virus si bien las
diferencias no son significativas cuando se comparan con experimentos control. En
ensayos de transmision con alimentacion previa en hojas expresando HC-Pro no

funcional, tampoco se redujo significativamente la tasa de transmisién del virus.

Ensayos de transmision con infecciones mixtas de dos variantes de PPV, una
transmisible y otra no transmisible por modificaciones en la proteina HC-Pro, no
mostraron una reduccion significativa de la tasa de transmision. Las variantes
virales transmitidas fueron tanto la transmisible como la no transmisible, indicando
posiblemente una asistencia por parte de la proteina HC-Pro del virus transmisible

en la transmision del no transmisible.
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