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SUMMARY

The transmissibilityby aphidsof four potatovirus Y (PVY) isolates,PVY-O, PVY-0 NAT, PVY-1 and

PVY-N, hasbeenstudiedin plant to plant transmissionassays.IsolatesPVY-0 andPVY-N were aphid

transmitted,whereastransmissionof isolatesPVY-0 NAT and PVY-l neveroccurred.By membrane

andsequentialtransmissionassays,it hasbeendeterminedthatthe lack of transmissibilityof diesetwo

isolateswas not due te a defectin ffieir coatproteins(GP), bu~iii their helpercomponents(HG-Pro).

However,while the HG-Proof isolatePVY-0 NAT could be purified,that of isolate PVY-1 could not,

underthe sameconditions.To determinewetherthis purification failure originatedfrom the absence

or from inadequateleveis of HG-Proin plant,a serologicalstudyen the HG-Pro distributionin plant

andon its accumulationkinetics in íhe leafwas performedfor both nontransmissibleinutantsas well

as for the transmissibleisolate PVY-O, that demonstratedthe presenceof HG-Pro in PVY-l infecíed

plants. Moreover, Ihe HG-Pro encodedby this iso[ate showedan electrophoreticbehaviourdifferent

from that shown by ¡he helpercomponenisof the otherthreePVY isolatesanalized.

The comparativeanalysisof the nucleotidesequencesof the genesthat codefor ¡hehelpercomponent

proteinsof ¡he aphid¡ransmissibleisolatePVY-0, andof ¡he non aphid transmissibleisolatesPVY-0

NAT anóPVY-l showsíhat asinglepoint subsiiwtiondifferentiaiesIhe HG-Proof PVY-0 NAT from

that of PVY-0, suggestingthat it causesthe lack of viral transmissibility.This subsíitutionis located

within a higluiy conservedcysteineclusterin the aminoregion of the protein,in ihe samepositionof

the substi¡utionsthathavebeenproposed¡o causethe lack of aphidtransmissibilityof two potyviruses:

Potato virus G (PVG) and isolateE15-PAT of zucchini yellow mosaicvirus, ZYMV, However, ¡he

sonof substitution is differen¡ (K—*E for both PVG and ZYMV E15-PAT, K—4N for PVY-0 NAT).

On the other hand, PVY-l HG-Pro differed fmm PVY-0 HG-Pro in two aminoacids.These

substitutionsarenot found in anyof the potyvira] HG-Prosequencescompared.Oneof them (G—13),

affectsahighiy conservedposition,alsoencompassedwithin the aboyementionedcisteinecluster.The
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o¡herone(S—>Gfl, is locatedin the carboxyl region of [heprotein,in a morevariable position. These

mutationscould causeperturba¡ionsin ¡he hiological activitiesof thc HG-Pro, and in lis functionality

in dic Iransmissionprocess.

Ten monoclonalantibodies(HG-Mabs) and a rabbit antisemm(HC-Pab) havebeenpreparedagainst

helpercomponent(HG-Pro)purified Irom plantsinfectedwith PVY. Culture fluid of the Mabsreacted

with PVY in ¡wo EL[SA protocolsand 7 out of 10 were useful for Westemblot analysis,as was also

¡he HG-Pab. Ascitic fluids from six HG-Mabs and ¡he HC-Pab were comparedin direct antigen

binding ELISA with 22 isolatesof PVY, potato virus A (PVA), tobaccoetchvirus (TEV), plum pox

virus (PPV), and peppermottle virus (PepMoV).None of ¡he Mahsor ¡he HG-Pabreactedwith PVA,

PPV or TEV. The immunoreactivityof one HG-Mab was identicalwith the HC-Pab,reaetingwith alí

22 PVY isolatestestedand with PepMoVbut failing to reactwith PVA, PPV andTEV. Another HG..

Mab reactedwith aH ¡he corumonstrainsof PVY (PVY0) and wi¡h a stipplestreak strainof PVY

(PVYC) buí not with anyof the tobaccoyema] necrosissírains(PVYN). The otherHC-Mabscould be

used to identify a subgroupwithin the PVY0 andPVYN strain groups.ReseMabs provideanother

useful method for identifying s¡rainsof PVY and might be used in potyvirus taxonomystudies.

The analysisby IndireetELISA of extractsfrom different leaveswithin a single infectedtobaccoplant

showedthatthe lower leavesgayetheoptimal measures,in agrcementwith the accumulationof HC-

Pro observedby WestemBlol ana[ysis. The capability of two HC-Mabs to work in DAS ELISA was

alsodemonstrated.A contributionof insolubleHG-Proin dic form of celularinclusionste¡he ELISA

measureswas not observed.

Purified hc[per component,extracts from virus infected planís and FPLC (Fast PermeationLiquid

Ghromatography)eluentsof both kinds of samp[es were anaiyz.edin SOS-PACEplus Westem blot

wi¡h ¡he aid of antibodiesspecific to this protein. [n FPLC, ¡he bulk of dic HG-Proetuted at times



correspondingto molecularweightsof about200 KDa, suggestingthe existanceof aggregatesof HC-

Pro monomers(about50 KDa) iii the form of tetramers,or with anotherfactor. The stability of this

aggregationseerusnot to be af{tcted by dic presenceof a sulthidiyl redueingagent(Dithioihreithofl,

hul by ¡he denaturaling¡reaímentof an SUS-PACE analysis. On [he other hand, PVY HG-Pro

generalestwo di fferentelectrophorelicbandingpattemsin SOS-PACE.Oneof them is producedwhen

¡he HG-Prois exposedtoanex¡ractírom a healíhy¡obaccoplant, in theabsenceof sulfbidryl reducing

agenís.

Finally, ¡he transmissionby aphidsof virus, in presenceof purified HG-Pro treatedwith chemical

agentshasbeenstudiedin membraneand sequentialassays.The presenceof 2-Merchap¡oethanolor

of sornemetalchelaúngagentsdid no abolishtransmission.On ¡hecontrary,transmisionwasabolished

by ionic detergents.
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RESUMEN

La transmisibilidadpor áíidos de cuatro aisladosdel virus Y de la patata(potato virus Y, PVY),

aisladosPVY-0, PVY-0 NAT, PVY-l y PVY-N, ha sido estudiadaen experimentosde transmisión

de plantaa planta. Los aisladosPVY-0 y PVY-N resultarontransmisibles,mientrasque los aislados

PVY-O NAT y PVY-l no se transmitieron.Medianteensayosde transmisiónporadquisicionesa través

de membranasy secuencialesse ha comprobadoque la falta de transmisibilidadviral se debe,en los

dos aislados,a un defectoene[ componente‘helper” (HG-Pro).Sin embargo,mientrasqueel HG-Pro

del aislado PVY-0 NAT pudo ser purificado, el del aisladoPVY-1 no lo pudo ser, en las mismas

condiciones,con el procedimientoempleado.Paradeterminarsi la causade no poder purificarlo

radicabaen la ausenciao en niveles inadecuadosde HG-Pro en planta,se estudióla distribuciónde

estaproteína en planta infectaday su cinética de acumulaciónen hoja, para ambosmutantesno

transmisiblesy parael aisladotransmisiblePVY-0, demostrándosela presenciade HG-Pmenplantas

infectadascon el aislado PVY-l. Además,el HG-Pro de este aislado mostró un comportamiento

electroforéticodistintoal quepresentaronlos componentes“helper” de los otros tresaisladosde PVY

analizados.

El análisis comparativode las sequenciasnucleotidicasde los genesque codifican el commnen¡e

“he[per del aislado transmisiblePVY-0, y de los aisladosno transmisiblesPVY-0 NAT y PVY-l

muestraque unaúnica sustituciónaininoacídicadiferenciaa los componentes‘helper’ delos aislados

PVY-0 NAT y PVY-0, lo que sugierequeestasustirnciónes la causade la faltade transmisibilidad

del primero. Estecambio estálocalizadodentrode un agrupamientode cisteinasmuy conservadode

[a región aminode la proteína,en la mismaposiciónquelas sustitucionesque se creecausanla falta

de transmisibilidadpor áfidos de dospotyvirus: El virus G de la patata,PVC, y el aisladoFIS-PAT

del virus del mosaicoamarillodel calabacín,ZYMV. Sinembargo,el tipo de sustitucióndifiere (K—*E

paraPVG y ZYMV E 15-PAT, K—*N paraPVY-0 NAT). Porotro lado,el HG-Prodel aisladoPVY-1
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presentódos sustitucionesaminoacídicasrespectodel HG-Pro del aisladoPVY-0, no observadasen

ningunade lassecuenciasde componente“helper’ depotyviruscomparadas.Unadeestassustituciones

(G—~D) afecta a una posición altamenteconservaday también situada dentro del mencionado

agrupamientode cisteinas,mientrasquela otra (S-~V) lo estáen la región carboxilo,en unaposición

másvariable. Estosugierequedichasalteracionespodríancausarperturbacionesimportantesen alguna

actividadbiológicade la proteína,y en su funcionalidaden el procesode transmisión.

Sc han producidodiez anticuerposmonoclonales(HG-Mabs) y un sueropo[iclonal (HC-Pab)contra

componente“helper” purificado de plantasinfectadasconPVY. Los sobrenadantesde loscu[tivos de

hibridomasproductoresdeestosMabs reaccionaronconel HG-ProdePVY en dos tipos diferentesde

ELISA. Sietede ellos,junto conel HG-Pab,fueron aptosparaanálisispor westemblot. Los líquidos

ascíticosde seis líneasde Mabs, junto conel HG-Pab,se compararonen ELISA indirecto usando22

aisladosde PVY, el virus A de la patata(PVA), el virus del grabadodel tabaco(TEV), el virus del

moteadosuavedel pimiento (PepMoV) y el virus dela sharka(PPV). Ninguno delos Mabsni el Pab

reaccionaronconPVA, PPV o TEV. La immunoreactividadde uno de los HG-Mabsfué similara la

del HG-Pab,reaccionandocontodoslos22 aisladosdePVY analizadosy conPepMoV.Otro HG-Mab

reaccionócon todoslos aisladosdel grupo PVY0 y con un aisladoPVY’, pero no con aisladosdel

grupoN (PVYN). Los otros HG-Mabspudieronser usadosparaidentificar subgruposdentro de los

gruposPVY0 y PVYN. Estosmonoclonalessuministranun métodoalternativoparala clasificaciónde

aisladosde PVY, y puedenser úti[es en estudiostaxonómicos.

El análisispor ELISA Indirectode extractosdehojasdistintasdentrode unamismaplantamostróque

las hojas inferiores fueron las que ofrecieronlecturas óptimas,en concordanciacon la acumulación

de proteínaHG-Proquese apreciaen análisispor inmunoelectrotransferencia.Secomprobóasimismo

la funcionalidadde dos de los HG-Mabsen ELISA DAS. No se aprecióunacontribuciónde HG-Pro

insoluble en tbrma de inclusionescelularesa las lecturasobtenidasen ELISA, tanto Indirecto como

lx



DAS.

Preparacionesde componente‘helper (HG-Pro)purificadodePVY, extractosde plantainlúctadacon

virus y eluidos de cromatografíapor FPLG de ambos tipos de muestrasse analizaronmediante

inmunoelecírotransferencia(‘Westem bloC), con ayudade anticuemosespecíficosde estaproteína.

En FPLG, la proteínaHG-Proeluyó mayoritariamentea tiemposcorrespondientesaun pesomolecular

de alrededor de 200 KDa, sugiriendola existenciade agregadosde HG-Prode la forma monomérica

(unos 50 KOa) bien formando tetrámeros,bien conotro factor. La estabilidadde estaagregaciónno

se vería afectadapor la presenciade un agentereductorde grupossulfidrilo (ditiotreitol), pero sí por

el tratamientodesnaturalizanteque conlieva un análisispor SDS-PAGE.Por otro lado, el HG-Pro

generados patronesdiferentesde bandasen SOS-PAGE.Uno de elloses inducidopor la exposición

de [a proteínaa extractosde tabacosano,en ausenciade agentesreductoresde grupossulfidrilo.

Finalmente,se ha estudiadola transmisiónde virus por Afidos enadquisicionesa travésde membranas

o secuenciales,en presenciade componente“helper” purificado, tratado con agentesquímicos. La

presenciade 2-Mercaptoetanolode algunosagentesquelantesdemetalesno anuló la transmisiónviral,

enlas condicionesexperimentales.Porel contrario,la transmisiónse anulóenpresenciade detergentes

lónicos.
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1.1- LOS POTYVIRUS

Desde un punto de vista histórico, los potyvirus fueron uno de los seisgruposde virus de plantas

inicialmentereconocidospor Brandesy Wetter, en 1959, basándoseen propiedadesmorfológicasde

las partículasvirales. Desdeentonces,el númerode sus miembros,así como el conocimientode sus

propiedadescaraterísticas,no ha cesadode aumentar(Brunt, 1992). Actualmente,tras la aceptación

por el ICTV (Comité Internacionalde Taxonomíade Virus) de un nuevo criterio taxonómicode

clasificación,los potyvirus típicosse han constituidoenel géneroPotyvirus,agrupadodentro de la

familia Potyv¿ridae(IX Congreso Internacional de Virología, Gíasgow,1993; Ward, 1993). Hoy en

día, los potyvirus son el grupo de virus de plantas másnumeroso,un 30% del total, con unos 180

miembrosdescritosy encontinuoincremento.Asimismosonun géneroresponsabledegravespérdidas

económicasen cultivosde interésagrícola(Ward y Shukla,1991).

Duranteestosúltimos años,el conocimientoque se ha adquirido sobrela organizacióny expresión

genéticade estos virus (Rieclunannet al., 1992) ha complementadolos datos previos sobre las

propiedadesfisico-qulmicasde la partículaviral y sobresintomatologíainducidaa nivel celulary de

planta(Matthews REF, 1982). Estoha pennitido relacionara virus quecompartíanalgunasde estas

características,perono todas,conlos potyvirustípicos, agnipándolosen cuatrogénerosdentro de la

familia Poíyviridae: Potyvirus, Rymovirus, Bymovirus e Ipomovirus, esteúltimo aúnno definitivo

(Ward. 1993).

Una caracteristicacitopatológica común a todos los miembros de la familia es la fomiación de

inclusionescilíndricas pinwheels” en el citoplasmade las células de la planta infectada. Estas

inclusiones,denaturalezaproteica,presentanunaestructuratridimensionalquerecuerdael aspectode

un molinillo con aspas (Rubio-Huertosy López-Abella, 1966; Edwarson, 1966). La diferente

morfología de estasinclusiones,que varíasegúnlos virus, ha constituido un criterio taxonómico
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importanteparasu clasificacióny agrupamiento(Edwarson,1974a; Fenner,1976; Edwarson,1992).

Porotro lado, en algunosde estosvirus se ha descritola inducción de cuerposde inclusión de tipo

amorfo en el citoplasmacelular (Edwarson,1974a;De Mejía et al., 1985a; Baunochet al., 1990) o

de tipo cristalino en el núcleo (Ghristie y Edwarson,1978; Rubio-Huertos,1978).

1.1.1- Característicasde la partículaviral. Estructuradel genoma,expresióny replicación.

Los potyvirus tienen partículasde aspectofilamentosoy flexuoso,de unos700-900nm de largopor

11-15nm de ancho.En algunosde susmiembros,la longitudy flexuosidadde la panículaviral seve

afectadapor la presenciade metalesdivalentes,particularmentemagnesio(Govier y Woods, 1971).

El virus está constituido por un RNA de sentido positivo de unos 9.000 nucleótidos, rodeado

helicoidalmentepor unas2.000copiasdela proteínadela cápsidaviral (CP),y con unaproteínaVPg

unidacovalentementea su extremo5’ y unacolapoli A en el extremo3’ (Hari, 1981; Riechmannet

al., 1989). EsteRNA codifica unaúnicapoliproteinaviral de másde 330 kDa, en unaúnica fasede

lecturaabierta,flanqueadaporregionesno codificantesenlos extremos5’ y 3’, de unos200 nts cada

una. La poliproteinaseprocesaproteoliticamentepara generarlos productos proteicosfinales. Al

menostresproteínasviralesconactividadproteasaestáninvolucradasenesteprocesamiento:Proteínas

PI, HC-Pro y Nía (Verchot et al., 1992; Caningtonet al., 1989a; Carrington y Dougherty, 1987,

respectivamente),que serealizaco y postraduccionalmente.La F¡g. 1 muestraesquemáticamentelos

puntosde procesamiento,la actividadproteasaresponsable,y los productosteóricosobtenidos.

Con respectoa su organizacióngenética,el análisisde la región no codificantedel extremo5’ del

RNA viral muestrala presenciade un motivo conservadode 12 nucíeótidos(TCAACACAACAT),

presenteen todos los miembrosde la familia secuenciadoshastala fecha,que podríajugarun papel

en [aencapsidacióno en la traduccióndel RNA viral (Lain, 1989a; Atreya, 1992).
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La regiónno codificantedel extremo3’ es, todaella, muy variableentrelos distintospotyvirus,tanto

en secuenciacomoen longitud. La homologíaes elevadasólamenteentreaisladosdeun mismovirus

(Atreya, 1992b).

Los productosproteicosquese obtienendel procesamientodela poliproteinaviral sonlos siguientes,

comenzandopor su extremoamino:

La proteínaPl potyviral, de 28-34kfla. En basea unaciertahomologíade secuenciaentrela proteína

de movimientodel virus del mosaicodel tabaco(tobaccomosaicvirus, TMV), un tobamovirus,y la

regióncarboxilodela Pl del virus del moteadode las venasdel tabaco(Tobaccovein mottlingvirus,

TVMV), un potyvirus, sepropusoparaestaproteínauna funciónen la difusión célula a célula del

material genéticoviral (Domier et al., 1987).Sin embargo,estahomologíano es extensivaa otros

potyvirus. Además,sehademostradoquedicharegióncarboxilopresentaunaactividadserínproteasa

que separaautocatalíticamentea la proteínaPl del extremoamino dela proteínasiguiente,por lo que

su intervenciónen la difusión célula a célulade la infecciónestácuestionada(Verchot etal., 1991).

Estaactividadproteolíticase observaen la síntesisde potiproteinaviral en plantatransgénicay en

extractosde germende trigo, perono en lisadosde reticulocitode conejo. Esto sugiereque, parasu

actividad,tal vez seanecesariala presenciade un cofactorde planta, inactivableporcalor(Verchot

et al., 1992; Mavankaly Rhoads,1992). No es capazde actuaren trans,al menos ¡it vftro (Verchot

et al., 1992). Su presenciaen planta infectadaha sido confirmadaserológicarnente,asociadaa

fraccionesricasen membranascelulares(Rodriguez-Cerezoy Shaw, 1991),

La protefnafactorde transmisión,de adquisicióno componente‘he1p~r’ (HC-Pro),de 48-58kDa de

pesoaparente.Estaproteínaestainvolucradaen el procesodetransmisióndepotyvirusporáfidos.La

proteínapresentaun dominio con actividad tiol proteasaen la región carboxilo, que procesadicho

extremo con gran eficiencia, aparentementede forma cotraduccional.Al igual que la Pl, parece
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funcionarde forma exclusivamenteautocatalítica,sin actividaden trans (Canlngtonet al., 1989a,b;

Oh y Carrington,1989).

Se han apreciadohomologíasde secuenciaentre la proteína HC-Pro y la proteína P18 de los

Caulimovirus,que intervieneen la transmisiónpor áVidos de estevirus (Domier et al., 1987). Se ha

relacionadoa la proteínaHG-Proconlas inclusionesamorfasinducidasen el citoplasmacelular por

algunospo¡yvirus (De Mejía et al., 1985b; Baunochet aL. 1990)

Proteína ¡‘3, de 38-42 kDa, y péptido 6K1, de 6 kDa. Su presenciaha sido detectadaen planta

(Rodriguez-Cerezoy Shaw, 1991),comolo ha sido la de la proteínaresultantedel no procesamiento

del punto de unión ¡‘3-Péptido6K1. Mediante inmunomarcadocon oro en cortes ultrafinos,se ha

observadoquelaP3 se localizamayoritariamenteasociadaalasinclusionescilíndricasproducidaspor

la proteínade estenombre(CI), a la quese ha relacionadoconla repilcaciénviral. En baseaestose

ha sugeridoquela P3juegaun papelen la replicación(Rodriguez-Cerezoetal., 1993).El péptido6K1

no seha detectadoaúnen planta,aunquepodríaasimismoestarrelacionadocon la replicaciónviral

(Riechmannet al.. 1992).

Proteína de las inclusiones cilíndricas (Cl), dc 70 kDa. Esta proteína forma las inclusiones

citoplasmáticascaracterísticasdetodos los miembrosdela FamiliaPoiyviridae.Enestadostempranos

de infección, sehanlocalizadoestasinclusionesasociadasa membranaplasmática,concretamentea

plasmodesmos,lo quellevó en su momentoasugerirsu intervenciónenlapropagaciónde la infección

célula a célula(Lawsony Hearon, 1971). Se ha observadounasimilitud de secuenciascon proteínas

helicasas(Gorbalenyael al., 1989). ‘In vitro” presentaactividadATPasay helicasa,porlo quese le

ha implicadoen la replicaciónviral (Lain et al., 1989b,cy 1991).

Péptido6K2, de 6 kDa, quejunto con otras trespoliproteinasque lo contienenha sido detectadoen
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planta infectada. Mediante técnicas de inmunomarcadoy de fraccionamientocelular, se le ha

encontradoasociadaa fraccionesmembranosas,especialmentenucleares.Se ha sugeridoquepodría

jugar un papel de anclaje del complejo replicativo viral a la membrana,como ocurre en los

picornavirus(Restrepoel al., 1994).

Proteína“a” de las inclusionesnucleares(Nía),de 49-52kDa. Presentaunaactividadproteasade tipo

sernaen su regióncarboxilo, aunquecon un residuocisteinaen lugar de sernaen su centroactivo

(o unaactividadtiol proteasacon estructuraserín proteasa).Estaactividadprocesatodos los puntos

de corte de la poliproteinacon excepciónde los dos procesadospor las proteínasPl y HG-Pro.El

puntodecorteesun heptapéptidodesecuenciaespecíficaparacadapotyvirus.Actúatanto encis como

en trans (Carringtony Dougherty, 1981), con una gran eficiencia (Garcíaet al., 1989). Mediante

métodosde fusión conel genGUS, la proteínaNía hasido localizadamayoritariamenteenel núcleo

celular,ya desdelos primerosestadiosde infección.Se suponequeestaproteínaposeeen su extremo

amino un péptidoseñalque pennitesu exportaciónal núcleodesdeel citoplasma.De hecho,presenta

endicharegiónun agrupamientodeaminoácidosbásicosquepodríadesempeñaresafunción (Restrepo

e¡ al., 1990, 1992).En algunospotyviruspuedeformar,junto conla proteínaNIb (ver másadelante),

inclusionesnuclearesde tipo paracristalino.

La regiónamino de la proteínaNía esla proteínaVPg quese unepor unatirosina al extremo5’ del

ARN viral, a travésde un enlacefosfodiéster,y que forma partede la partículaviral (Shahabuddinet

al., 1988; Murphy etal., 1990b).Selocalizaenel citoplasmadela célulavegetal.El corteque separa

la VPg de la región carboxilode la proteínaNía es realizadoen trans por la actividadserín proteasa

de dicha Nía, aunquecon bajaeficiencia (Doughertyy Parks, 1991; Carringtone¡ al., 1993). Se ha

sugeridoqueestaproteínaVPg podríaestarrelacionadacon el inicio de la replicaciónviral, pudiendo

ademásdesempeñaruna funciónde proteccióny estabilizacióndel RNA frentea nucleasasde [aplanta

(Riechmannet a]., 1992).Porotro lado, seha detectadoproteínaNia citoplasmáticacovalentemente
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unidaal RNA viral, en lugar dela VPg (Murphy et al., 1990a).Esto indicaríaque la proteínaNia es

capazde realizarla función de la VPg en la replicación.El hechodeque tanto la VPg como laNía

completano seantransportadasal núcleocuandoestáncovalentementeunidasal RNA viral indicaría

que esta interacciónbloqucadicho transporte(Carringtone¡ al., 1993).

Proteína b delas inclusionesnucleares(Mb), de 56-58kDa. En basea homologíasdesecuenciacon

otras polimerasasde virus de RNA positivo, se ha propuesto para esta proteina la función de

polimerasaviral (Kamery Argos, 1984; Allison et al., 1986; Domieretal., 1987).Al igual quelaNía,

se localizaprincipalmenteenel núcleocelular,al quees transportadadesdeel citoplasma.En algunos

potyvirus forma con la Nía inclusionesnuclearesparacristalinas.

Proteínade la cápsida(CP), de 30-37 kDa. Su función principal es la de encapsidarel RNA viral.

Tambiénse conocesu intervenciónen el procesode transmisióndevirus por AMos.

El procesamientoteóricodela poliproteinaviral daríalugar a cantidadesequimolecularesdecadauna

de las proteínaspotyvirales,con excepciónde aquellasqueson resultadode un procesamientoparcial

delas principales(pépddos6K1 y VPg). Dadoqueun virus necesitaunas2000 copiasdela CP, pero

posiblementeno la mismacantidaddeproteínademovimiento o de replicasa,una falta deregulación

diferencialdela síntesisdecadaproductoproteicollevaríaaunaacumulaciónde algunosdeellos muy

por encimade su necesidadfuncionalenel ciclo viral. De hecho los Potyvirusinducenla formación

en la célula de varios tipos de cuerposde inclusión. Estas inclusionesestáncompartimentalizadas:

Algunassonespecíficamentecitoplasmáticas,otrasnucleares(Lesemann,1988),y podríanrepresentar

agregadosno funcionalesde proteínasobrante.

Hasta la fecha no seconocela existenciade mecanismosreguladoresque ¿it vivo induzcanuna

produccióndiferencia]de cadaproteínaviral. Algunosestudiosque analizanla distribuciónen planta
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infectadade distintasproteínasvirales (GP, CI y HG-Pro), aprecianvariacionesimportantesen sus

proporcionesrelativas,en función de la edadde la hoja y de su estadode infección (Suzuki et al.,

1989).Otrosexperimentosde acumulación¡ti vivo de proteínasno estructuralesy dela cápsidaapoyan

másbienunaproducciónequimoleculardc lasproteínasvirales(Restrepoet al., 1990; Baunochet al.,

1991).

Porotro lado, los resultadossugierenquedurantela replicacióndel virus se sintetizancadenasde RNA

complementarioal viral queactuaríande molde en la síntesisde RNA positivo (Riechmannet a].,

1992; Aramburu et al., 1992).

Desde un punto tilogenético, los potyvirus presentansimilitudes en su organizacióny expresión

genéticacon otros virus de plantas,comoson los como-y nepovirus,y con los picomavirusanimales:

Un RNA positivocon unaproteínaVPg enel extremo5’ y unacolapcit A enel 3’, quecodifica una

proteínaqueseprocesaproteoliticamenteparagenerarlos productosfinales.El ordendelos productos

génicos relacionadoscon la replicacióndel RNA vira] (CI, Nía y NIb) estábastanteconservado,

llevando a Goldbachen 1986 a agrupara los virus mencionadosen el supergrupode virus tipo

picoma.Sin embargo,estasimilitud es parcial (Goldbach,1987). Así, la morfologíade la partícula

viral, flexuosa y cilíndrica, es similar a la de los potex-, carla- y closterovirus,mostrandola GP

potyviral ciertahomologíade secuenciaconlas GPsde potex- y carlavirus (Lafn, 1990).Tampocola

posiciónde la GP potyviral en el extremocarboxilode la poliproteinasecorrespondecon lo quese

observaen los picornavirus.Porotro lado, de las tres proteínasno estructuralescorespondientesal

extremo5’ del RNA potyviral, la primerapodríaestarrelacionadacon la proteínade movimientode

tobamovirus,comoya se ha comentadoanteriormente.

Estos datoshan apoyado la idea de que los potyvirus son productode una evolución modular,

resultadode una combinaciónexitosa de regiones genéticasque codifican para funciona]idades
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determinadas(por ejemplo movimiento-transmisión-replicación-encapsidación)con distinto origen

evolutivo (Zimmern, 1987; Goldbach, 1987; Lain, 1990; Riechmann, 1992; Ward, 1993). Este

fenómenosepodríaproducirmedianterecombinaciónno homóloga,originadaporun cambiodemolde

de lecturadurantela replicación.Fenómenoque seha propuestocomoexplicacióna la observación

de queun gen previamenteinsertadoen el genomade un potyvims se deleccionaespontáneamente

(Dolja et al., 1993).

1.2- DISEMINACION DE LOS POTYVIRUS EN LA NATURALEZA

Los virus del géneroPotyvirus se transmitenpor áfidos, aunquela transmisibilidadde algunos

miembrosdelgénerono ha sidoestudiada.Engeneral,cadavirus puedesertransmitidopornumerosas

especiesde áfidos. aunquehay excepciones(Karl et al., 1992). Sus parienteslos Rymo, Bymo, e

Ipomovirussontransmitidospor ácaros,hongosy aleurédidos(moscablanca)respectivamente.

Los áfidos son el grupamás importantede insectosvectotesde virus deplantas(Harris. 1991).Dc

los varios miles de especiesconocidas,algunasde los génerosAphis, Myzus y Macrosiphumson

responsablesdela difusiónde la mayorpartede los potyvirus quecausandañosen cultivos (Eastop,

1977).Estasespeciessongregariasy formancoloniasenlas plantasinfectadas.Suciclo de vida anual

comienzaen la primavera.De huevosdepositadosantesdel invierno naceunahembrafundatriz, de

la quevan a originarsesucesivasgeneracionesde hembraspor partenogénesis,quevan a pasara lo

largode su vidaporvariosestadiosdedesarrollo.Tambiénaparecenhembrasaladascapacesde volar,

especialmentesi las condicionesde supervivenciasedeterioran.Al final del ciclo anualsedesarrollan

individuos aptosparala reproducciónsexual,queproduciránhuevosa partirde los cualesseiniciará

el siguienteciclo (Dixon, 1985). Si las condicionesambientaleslo permiten,el ciclo partenogenético

no se interrumpeen invierno, lo que es el caso en la mayor parte de nuestropaís, teniendoesto

implicacionesimportantesen la dinámicade las epidemiasvirales.
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Los áfidos se alimentande la saviade las plantassobrelas que viven. Paraenoestándotadosde un

aparatochupadormuy especializadocompuestode labro, labium y estilete.El estilete,formado por

dos mandíbulasy dos maxilas,es muy flexible y presentaun canal salivary otro alimenticio(Forbes,

1977).En lasinsercionesdelestileteen la planta,el afido secretacontinuamentesalivademodoque

el estileteavanzaenvueltoenunavainagulosade saliva.Los áfldosrealizandostipos de inserciones

en la planta: Unasinsercionesbrevesintracelularesllamadasde prueba,que afectana las células

epidérmicas,y unasinsercioneslargas,en las que el estiletebuscael floema. Unavez alcanzado,el

áfido permanecealimentándoseen el mismo puntodurantelargo tiempo(Lépez-Abellaet al., 1988).

1.2.1- Tipos de transmisiónpor Ifidos. El conceptode no persistencia

Los potyvirussontransmitidosporáfidosdemodono persistente.Estosignificaqueel áfido escapaz

de adquirir el virus en una inserciónbreve de segundosa minutos de duración, manteniendola

capacidadde transmitirlo por un tiempo también breve, de minutos a pocas horas, y pudiendo

inocularlo inmediatamentetras la adquisición.

El conceptode no persistenciase ha ido elaborandohistóricamenteen un intento de clasificar los

distintos tipos de transmisiónde virus vegetalespor sus vectores.Watson y Roberts en 1939,

clasificarona los virus comono persistentes(el vector mantienela capacidadde transmitirel virus

unashorastras la adquisiciónde éste)y persistentes(el vetormantienela capacidadde transmisión

largo tiempo,de semanasa de porvida).En 1956, Sylvesterintrodujoel conceptodesemipersistencia

paradenominaraquelloscasosen los que la capacidaddel vector de transmitirel virus semantiene

un tiempo intermediode días.

La clasificaciónpropuestaporHanisen 1991. distingueentrevirus ctrculativos,que atraviesanlas

barrerasdel canal digestivo del vector,encontrándoseen la hemolinfay en glándulasdel mismo, y
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virus no circulativos.queno salendel canalalimenticio del vector.Si el virus circulativo escapazde

multiplicarseen el vectores,además,propagativo.

Los virus CIrculari VOS setransmitende modopersistente.Los vims no circularivospuedentransmitirse

de manerano persistenteo semipersistente.En estaúltima, el vectorpuedemantenerla capacidadde

transmitirel virus de horasa variosdías, y la eficienciade la transmisiónse incrementaconel tiempo

de alimentacióndel vectoren la plantainfectaday con el tiempodeinoculaciónenla plantareceptora,

lo que indica queel floema, másquelas célulasepidérmicas,estárelacionadocon la infecciónviral.

Algunosvirus presentandosmáximosdetransmisiónalolargodeltiempoenqueel vectorpermanece

virulifero. Se ha denominadoa este fenómenotransmisiónbimodal.

La transmisiónno persistenteporáfidosrepresentaun desafioa lasestrategiasdeprevencióny control

de enfermedadesvirales en cultivos de importanciaeconómica.Su modo de alimentacióncon

insercionescortas,de pocossegundos,y su capacidadde inocularel virus a plantassanastambién

medianteinsereionescortas, haceque el uso de insecticidas,de repelentesy de otros controles

químicospueda,no sólo no evitar la difusiónde la infección,sino aumentarla,al favorecerun mayor

desplazamientoplantaa plantade los áfidos (Webbsy Linda, 1993; Marco, 1993).Por otro lado, a

pesardel conceptode no persistencia,se conocencasosde áfldos que mantienenla capacidadde

transmitirun potyvirusvariosdías,lo que aumentalasposibilidadesde difusión de un virus a larga

distanciamedianteestosvectores(Zeyeny Berger, 1990).

1.2.1-El componenteayudanteo “helper” (HC-Pro)en la transmisióndelos potyvirusporificlos

El conceptode factorde transmisión,componenteayudanteo “helper” se remontaa los estudioscon

aisladosdel virus del mosaicoaucubade la patata(PAMV), un potexvirus.Estevirus eratransmitido

poráVidossólamentea partirdeplantasinfectadassimultáneamenteconel virus A dela patataeVA),
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o conel virus Y de la patata(PVY), ambospotyvirus. La infeccióncon el segundovirus erael factor

ayudantenecesarioen la transmisióndel PAMV (Kassanis, 1961). En 1971, Kassanisy Govier

establecieronel conceptode componente helper’ al demostrarqueel virus G de la patata(PVC, un

aislado no transmisible de PVY), podía ser transmitido por áfidos si éstos se alimentaban

secuencialmente,primero en una plantainfectadacon PVY y despuésen una planta infectadacon

PVG.

En 1964, Pirone desarrolléuna técnicaen la que los áfldos se alimentabande solucionesazucaradas

medianteinsercionesa través de membranasartificiales de parafllm tensadas(Fig. 2). Con este

sistema,áfidos alimentadoscon PVY purificado no erancapacesde transmitirel virus, aunquesilo

erancuandose alimentabandeplantasinfectadasconPVY (Pironey Megahed,1966). Posteriormente

se observóque si sesuplementabaPVY purificado con extractode planta infectada,libre de virus,

entonceslos tildas si erancapacesde transmitirlo (Govier y Kassanis,1974a;Govier et al., 1974b).

De este modo se detemiinó que, parasu transmisión,los potyvirus necesitande un componente

‘helper” distinto de la propia partículaviral, que apareceen la planta como consecuenciade la

infección viral.

La purificación parcial de componente‘helper’ de PVY a partir de extractosde planta permitió

determinarsunaturalezaproteica,yaque la actividad“helper deestaspreparacionesdesaparecíatras

su incubación con proteasas,pero no con ribonucleasas((Javier et al., 1977). Posteriormente

Thomburyy Pirone(1983),determinaronquelos componentes“helper’ (tIC-Pro)inducidosen planta

por la infecciónde dos Potyvirus(PVY y TVMV) eranserológicamentedistintos.Esto sugeríaque

setratabade unaproteínaviral, y no de unaproteínade plantainducidaporla infección.Esteorigen

viral fué confirmadopor la identificaciónserológicade un productode la traducción“in vitro” de

RNA potyviral (Hellmannet al., 1983).La proteínaHG-Pmhasido purificadahastala homogeneidad

mediantecromatografíade afinidad porThomburyet alÁl9SS).
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Recientemente,el HG-Pro ha sido expresadoen bacteriay en baculovirus,pero no ha resultado

funcional (Pirone, comunicaciónpersonal;Thomburyet al., 1993).En cambio, plantastransgénicas

expresandolas tres primerasproteínasdel genomapotyviral sí han sido capacesdeproducir HG-Pro

activo(Bergeret al., 1989).Estohallevadoa pensarenla posibleimplicaciónde factoresdela planta

en el correctoprocesamientoy maduraciónde la forma biológicamenteactivadel HG-Proo incluso

en el propio procesode transmisión(Thomburyet al., 1993).

Respectode la estructurade la moléculabiológicamenteactiva, se ha propuestoque se trata de un

dímero de la proteínamonoméricaen base a los resultadosobtenidosen el fraccionamientode la

actividad helper’ medianteHPLC de muestraspurificadas(Thomburyet al., 1985).Se ha sugerido

ademásqueel componente“helper” activo podríaestarglicosilado,y que a travésde estosazúcares

interaccionaríacon receptoresdel áfido (Bergery Pirone, 1986). Se ha propuestoincluso un sitio

putativo de glicosilación (LaIn, 1990). La glicosilación del HG-Pro requeriríaun procesamiento.

postraduccionalcon transporteal lumen del retículomedianteunaseñalde transporte.

En realidad,no seconocencon certezalos extremosamino y carboxilorealesde la proteínaHG-Pro

activa,puestoqueéstaha sido refractariaa varios intentosde analizarlapordegradacióndeEDMAN

(Mavankaly Rhoads,1991; ‘1’. Canto,observaciónpersonal).Si puedeser analizadopor degradación

de EDMAN, encambio,el productoqueseobtienetraduciendoRNA potyviral enextractosde germen

detrigo, comoconsecuenciadela actividadproteasade laPl (Mavankaly Rhoads,1991). Producto

que presentaun tamañosimilar al del HG-Pro,que reaccionaserológicamentecon anticuerposcontra

dicho HG-Pro,peroqueno es funcionalen la transmisiónpor áfidosde partículasvirales.Estosugiere

que el HG-Pro sufre br vivo unamaduraciónque no seproducein vúro.

La proteínaHG-Pmpresentaun dominio con actividadtiol proteasaen su extremocarboxilo. Esta

actividad,ademásde interveniren el procesamientode la poliproteinaviral podríaestarimplicadaen
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el mecanismode transmisión(Shawet a]., 1990).

Porotro lado, los trabajosde análisis comparativode la secuenciaaminoacidicadel HG-Prode PVC

(Thornburyet al., 1990),queno es funcional,juntocon los resultadosobtenidosmediantemutagénesis

dirigida sobrelos genesde los componenteshelper de TVMV y del virus del grabadodel tabaco

(tobaccoetchvirus, TEV) indican que en la región amino de la proteínase encuentranaminoácidos

esencialesparala transmisión,y sugierenque esaregión, quecontieneun agrupamientode cisteinas

muy conservado,podríarepresentarun dominio funcional relacionadocon la misma(Atreyaet al.,

1992a;Doija el al., 1993; Atreya y Pirone,1993).

ComoapuntanRobagliaet al., (1989),esteagrupamientodecisteinaspresentaunaciertasimilitud con

los motivos de dedosde zinc (‘Zinc finger’) de factoresque regulanla expresiónde genes,y que

tambiénpuedeninterveniren la dimerizaciónde proteínascomoformasbiológicamenteactivas.De

hecho,el HC-Propodríasercapazdeunirsea ácidosnucleicos,pueshasido purificadoporadsorción

a oligo-dT (Thomburyet al., 1985).

1.2.3-La part~cuIaviral en la transmisióQde los potyvirus poráfidos

Se conocedesdehacetiempo la existenciade aisladosde potyvims que no son transmisiblespor

áfidos, aunqueseansuplementadosconHG-Pro funcionalmenteactivo, lo quellevó asugerirque la

proteínade la cápsidaviral influye en la transmisibilidaddel virus (Sao,1980; Pirone y Thombury,

1983).Los extremosamino y carboxilo de la GP se exponenen la superficie de la partículaviral

(Doughertyet al., 1985; Shukla et al., 1988a).Estos extremosamino y carboxilo constituyenlas

regionesde secuenciamás variablede la GP, frente a la zonacentralqueestámásconservadaentre

distintospotyvirus (Shuklaet al., 1989).Así, en la GPse define un dominio centralimplicadoen la

interacción con el RNA viral y la encapsidacióndel mismo, y unos dominios variables que se
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proyectanen el exterior de la partícula,característicosde cadavirus. La eliminación por medios

proteolíticos de estos extremosprotuberantesaltera la transmisibilidad e infectividad del virus

(Sa]omony Raccah,1990; López-Moya, 1993).

Los trabajosde Atreyaet al., (1990) y Atreyaet al., (1991),handemostradoqueunacorta secuencia

de tres aminoácidos(DAO) situadaen el extremoamino de la GP es esencialpara la transmisión,

especialmentela glicina. El motivo se conservaen todos los potyvirus trasmisiblespor áVidos

conocidoshastala fecha(Harrisony Robinson,1988).

La importancia del triplete DAG en la transmisión mediadapor HG-Pro potyviral se pone de

manifiestoen el hechode que la presenciade estetripleteen el extremoamino de la GP del PAMV

sea la causade su transmisibilidadpor áfidos, pesea serun potexvirus,grupode virus que no son

transmitidosnaturalmenteporestosinsectos(Baulcombeet al., 1993).

Porotro lado,seha observadoqueun potyvirusno transmisiblea causadeunaalteraciónen el triplete

DAO, puedeser transmitidopor áfldos cuandoéstosse alimentande plantasdoblementeinfectadas

con estevirus y con un potyvirus transmisible,o cuandoel virus infecta plantastransgénicasque

expresanla GP de un potyvirus transmisible.Esto es posiblementedebido, en ambos casos,a

fenómenosde heteroencapsidación(Bourdin y Lecoq, 1991; Lecoqet al., 1993).

114-Posiblesformasde actuacióndel componente“helper”

Se han propuestovarias hipótesissobre la forma de actuacióndel componente ‘helper en la

transmisiónde virus por áfidos: El HG-Pro interaccionaríaa modo de puente,por un lado con la

partículaviral, y porotro conreceptoresdel tracto digestivoanteriordel áfido. reteniendoal virus en

esazona(Govier y Kassanis,1974b).El HG-Pro protegeríaal virus de la inactivación por factores
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presentesen el tracto digestivodel áVido mientraspermanecieraen el mismo (López-Abellaet al.,

1981).Finalmente,el HG-Propermitiría la infecciónde laplantareceptora,unavezel virus esliberado

por el Mido en la misma (Pirone y Kassanis,1975). Las tres hipótesis podrían a un tiempo ser

correctas.A favor de las dos primerasestáel hechode queparaqueocurrala transmisión,los AMos

debentomarel HG-Pro previamenteo en combinacióncon la panículaviral, nuncadespués(Govier

y Kassanis,1974a).

1.3- El VIRUS Y DE LA PATATA (PVY)

El virus Y de la patata(potatovirus Y, PVY), esla especietipo del géneroPotyvirus. Infecta a gran

númerode especiesvegetales(másde 115 segúnEdwarsonetal., 1974b),principalmentedela familia

Solanaceae,afectandoa cultivos de tantaimportanciaeconómicacomola patata,el tomate,el tabaco

o el pimiento. El virus tieneuna distribución mundial y causagravesdañosa estoscultivos, que

afectanal rendimientoy calidaddelas de las cosechas.

La sintomatologíainducidaporPVY enplantainfectadaesmuy variabledependiendodel aisladoviral

y dela especievegetal:mosaico.aclaramientodevenasenanismo,manchasnecróticas,marchitamiento

y necrosis.A nivel citopatológico,ademásdelas inclusionescilíndricastípicasdetodos los potyvirus,

PVY pareceinducir inclusionesamorfascitoplasmáticasque han sido serológicamenterelacionadas

con el componente‘helper” (Baunochet al., 1990).

Se han realizadodos intentos importantesde agrupamientode aisladosde PVY: Uno basadoen

síntomasinducidosen N. :abacumcvs. White Burley y SamsunNN, en S. tuberoswnCv. Duke of

York y enPhysattsfloridana, quedistinguetresgruposprincipales:PVY0, cepacomún; PVYN, cepa

necróticade venasentabaco;y PVYt, cepade lasestríaspunteadas(DeBola y Huttinga,1981).Otro

agrupamiento,en patotipos,fié desarrolladopor(JebreSelassieet al., en 1985,utilizando aisladosde
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PVY francesesde pimiento y patata.Distingue tres patotiposde virus en base a la resistenciade

variedadesindicadorasde pimiento (C. annuwn)a ser infectadospor los mismos.Así, el patotipo

PVY-0 escapazde infectarla variedad Yole Wonder’,perono las variedades Yole Y’ ni ‘Florida

VR-2’. El patotipo PVY-l infecta las variedades‘Yolo Wonder y ‘Yolo Y” pero no la variedad

‘Florida VR-2’. Finalmenteel patotipo PVY-l-2 infecta a las tresvariedadesde pimiento.

Desdeun puntodevista serológico,sehanelaboradoanticuerposmonoclonalescontrala GP viral que

sehanmostradocapacesde distinguirentreaisladosdePVY (Gugeríly Fríes, 1983;Rosey Hubbard,

1986; Sanzet al., 1990).

En 1989, Luis Arteaga,enun estudiosobrelasvirosis queafectana cultivosdepimiento al aire libre

ennuestropaís,caracterizóvariosaisladosdePVY deacuerdoa laclasificaciónenpatotiposde (Jebre

Selassíeet al., (1985). La mayoría de los aisladosse englobaronen el patotipo PVY-0, con la

excepciónde uno, que lo fué en el patotipoPVY-l. Tres de los aisladosde PVY utilizadosen la

presentetesisdoctoral tienensu origenen estasmuestrasde campo.

1.4- OBJETIVOS

La incidenciaeconómicaque tienenlas infeccionespor potyvirus en numerososcultivos de interés

agrícola,tanto protegidoscomoen campoabierto,justifica el estudiode la transmisiónde forma no

persistentede estosvirus por áfldos. El objetivo último seríael desarrollofuturo de nuevosmétodos

de control basadosen la interferenciacon su modode propagaciónen la naturaleza.

Para ello resulta fundamental avanzaren el conocimientode la compleja interacción virus-vector-planta

que conlíevala transmisiónno persistente.El estudio de uno de los factoresvirales requeridos,el

componente‘helper”, y el desciframientode su papelen la transmisióncontribuirá a alcanzareste
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objetivo.

PVY es un virus que infectasolanáceasde fácil mantenimientoen el invernadero,comoel tabaco,el

tomate, el pimiento o la patata. Virus y componente helper’ puedenser purificados (Moghai y

Francki, 1976; Thomburyet al., 1985), a diferenciade lo queocurrecon otros potyvirus en los que

la purificación de HG-Pro no ha sido lograda(Pirone y Thombury, 1983; Ravelonandroetal.. 1992).

Finalmente, este virus ha sido utilizado en muchos estudios previos sobre la transmisión de los

potyvirus.Todoesto,unidoala importanciaeconómicadcl virus, hacede PVY un modeloidóneopara

el estudiodel mecanismode transmisiónde los potyvirus por Afidos, y es el motivo de su elección

parael presenteestudio.
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Fig. 1 Representaciónesquemáticadel RNA vii-al de los potyvirns y de los productos proteicos

generadosen el procesamientodela poliproteinaque codifica.

flg. 2 Técnicade alimentaciónde pulgonesa travésde membranasde parafilm.
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II- CAPITULO SEGUNDO

Transmisión por Ifidos de aisladosdel virus Y de la patata: Caracterización de dos aisladosno

transmisibles con deficienciasen sus componentes“helper”

. ~lI 4



11.1- INTRODUCCION

Los potyvirussontransmitidosenla natura]ezademodono persistenteporáfidos (Harris,1991).Hasta

la fechase conocendosproteínasvirales implicadasen el procesode transmisión:la proteínade la

cápsidaviral (GP), y una proteína no estructural,el componente“helper” (HG-Pro) (Pirone y

Thombury,1983).Sin embargo,el papelquedesempeñacadaunade estasproteínasen el procesode

transmisiónno ha sido todavíaaclarado.

Actualmenteseconocentrespotyvirus no transmisiblesa causade deficienciasen sus componentes

‘helper’; un aisladode PVY, el virus C de la patata(potatovirus G, PVG) (T’hombury et al.. 1990)

y dos aisladosdel virus del mosaicoamarillodel calabacín(Zucchini yellow mosaicvirus, ZYMV),

aisladosE15-PAT y R5A-PAT (Lecoqet al.. 1991; Granieret al., 1993).

Porotro lado,alteracionespuntualesenun tripletede aminoácidos(DAG) de la regiónamino variable

de laproteínadela cápsida,afectana la transmisibilidadviral (Atreyaetal., 1990). Se conocenvarios

potyvirusno transmisiblesquepresentansustitucionesaminoacídicasen estetriplete: Entreotros,un

aisladodel virus del moteadode lasvenasdel tabaco(tobaccovein mottllngvirus, TVMV-NAT). del

virus del grabadodel tabaco(tobaccoetchvirus, TEV-NAT), del virus del mosaicodel nabo (tumip

mosaicvirus TuMV 31), del virus de la sharlca(plum pox virus, PPV-NAT), del virus del mosaico

de la soja (soybeanmosaicvirus, SMV-N), y el aisladoZYMV-NAT, con secuenciasDAE, DAS,

DAN, DAL, DAD y DTG en lugarde DAG, respectivamente(Atreyaet al., 1991).

Así, un potyvirus transmisibleporáfidospuededejarde serlo a causade alteracionesen suGP, ensu

HG-Proo enambosa la vez,comopodríaserel casodel aisladoTuMoV 31 (Nakashimaetal., 1993)

En estetrabajose caracterizala transmisibilidadpor áfidos decuatroaisladosde PVY. Se estudiala
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falta de transmisibilidadde dos deestosaisladosy si éstaes causadapor alteracionesfuncionalesen

susproteínasde la cápsidao en suscomponentes‘helper’.

11.2- MATERIALES Y METODOS

11.21- Aisladosviralesy plantasbospedantes

Los aisladosPVY-0, PVY-O NAT, PVY-l y PVY-N fueronsuministradospor el Dr. F. Ponz(GIT-

INIA, Madrid). Estos aisladosprocedende muestrasde virus recogidasen cultivos españolesde

pimientopor la Dra. Luis Arteaga,y clasificadasde acuerdoa (JebreSelassieet al., (1985),quehan

sufrido sucesivospasesen tabacoy pimiento(Soto et al., 1994).El aisladoPVY-0 fué suministrado

infectandotabaco(Nicotiana rabacumL. ev. Xanthi nc), mientrasque el aisladoPVY-0 NAT lo fué

infectandopimiento(CapsicumannuumL. var. Yolo Wonder),con la consideraciónde queenambos

casossetratabadel mismo aisladoviral. PVY-l, suministradoinfectandotabaco(N. tabacwnL. cv.

Xantbi ne), fué filtrado porpimientovar. Yolo Y paraobtenerel aisladocon el que seha trabajado.

PVY-N es un aisladofrancésde secuenciaconocida(Robagliaet al., 1989).

El aislado PVY-C31 fué suministrado por el Dr. (3. Adams, del Biologische Bundesanstalt,

Braunschweig,Alemania.

Para.la propagaciónde los virus, se utilizaron plantasde tabaco (N. tabacwnL. ev. Xanthi nc) que

fueron inoculadasmecánicamenteo poráfldos.

Inoculaciónmecánica:Frotandosobreunahojaespolvoreadaconcelitaun extractode plantainfectada

o virus purificado diluidos en tampénfosfato sódico 0.02M pH 7.
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Inoculaciónporáfidos:Seempleóun clondela especieMyzuspers¡caeSuiz, mantenidosobreplantas

no infectadasdepimientovar. Yolo Wonderenunacámaraa 20-22 2C, conunahumedadrelativadel

70% y un fotoperiodode 16 horas.

11.2.2-Microscopiaelectrónica

Muestrasde virus purificado y extractos de planta infectada se observaronen el microscopio

electrónico(Philips EM-300)mediantetincionesnegativas,obtenidasdiluyendoen proporción1:1 la

muestraa analizarcon unasoluciónacuosade acetatode uraniloo de ácidofosfotúngstico,ambosal

2%.

Alteracionescelularesinducidaspor los virus se observaronen cortesultrafinos de pequeñostrozos

de hojas en los que los síntomaseranmás patentes.Las muestrasde hojas fueron sometidasa un

procesode fijación conglutaraldehidoal 5% seguidode tetróxidode osmioal 2% en tampónfosfato

sódico 0.IM pH 7, de deshidrataciónen concentracionescrecientesde acetonay de infiltración con

resmaepoxi (DurcupanACM, Fluka). Unavezpolimerizadala resma,sehicieronlos cortesultrafinos

con un ultramicrotomoLKB III &800, y se tiñeronconcitrato de plomo y acetatode uranilo(Hayat,

1986).Parasu observación,los cortessecolocaronsobrerejillasde cobrede200meshrecubiertasde

una películade formvar reforzadacon carbónvaporizado.

1L2.3- Purificación de virus y de componente“helper”

Los virus sepurificaron de acuerdo a los métodosdescritospor Moghal y Francki, (1976) y Murphy

(comunicaciónpersonal), y el HG-Pro como describenThombury et al., (1985).En los tres casosa

partir de hojas de tabaco (N. tabacwnL. ev. Xanthi nc) sistémicamenteinfectado, 14-30días después

de la inoculación. Los tres protocolos de purificación se describenen el anexo de este Capitulo.
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11.2.4-Serología

En lasplantasutilizadasen ensayosde transmisiónsecomprobóla infecciónviral mediantela técnica

ELISA DAS (Glark y Adams,1977). Las plantasde ensayoscanalizarontranscurridos14-20dfasdel

experimentode transmisión.Se utilizó un “kit’ de anticuerposmonoclonales(Mabs)contrala GP de

PVY elaboradopor INGENASA S.A. (Mabs 10E3, 12G4 y 10E3conjugadocon biotina) (Sanzet al.,

1990), que reconocíana todos los aisladosde PVY utilizadosen los experimentosde transmisión,y

un Mab que reconocíaespecíficamenteal aisladoPVY-N (Mab. G9), (Gugerli y Fries, 1983). La

reacciónsedesarrollóusandoestreptavidinaconjugadacon peroxidasade rábano(Sigma).La solución

sustratocontenía0-fenilen-diamino(OPD) y H202, y semidió la absorvanciaa 492 nni (0D49,)

(Kendall et al., 1983).

Se elaboróun sueropoliclonalde conejocontrael HG-Pro del aisladoPVY-0 (HG-Pab)con el fin de

poderdetectarloserológicamente,apartirde proteínaeluldade gelesde acrilamida.El procedimiento

se detallaen el Gapitulo III.

W2.S- Transmisionesporáfidos

Los experimentosde transmisiónse hicieroncon plantas de tabaco bajo luz fluorescenteblanca, a

temperaturaambiente.Gruposde 40 AMos (Myzuspers¡caeSuIz), mantenidosen vialesde vidrio las

2-3 horaspreviasal experimento,eransituadoscon ayudade un pincel sobreunahojade la planta

infectadao sobrela membranadeparafilm,dondeselespermitíahacerpruebasdeadquisicióndurante

un períodode 10minutos.Posteriormente,diezáfidoserantransferidosa cadaplantadeensayodonde,

como período de inoculación, permanecíanhasta el día siguiente, en el que eran eliminados

pulverizandolas plantascon insecticida(Pínmícarb,IGI-Zeltia)
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Se realizarontres tipos de transmisiones:

1L2.5.l- Transmisionesde plantaa planta. Los áfidos se alimentabanen una hoja jóven de una

plantadetabacoinfectado,inoculada10-20díasantesdelexperimento,colocadasobrepapelde filtro

humedecidoen unaplacaPetri. Despuésse les transferíaa las plantasde ensayo.

11.2.52-Transmisionesde adquisiciónatravésde membranas.Los áfidossealimentabana través

de membranastensadasde parafilin enunamezclade purificadosde virus (200pg/ml) y de HG-Pro

(sin diluir o a dilución 1/2), en tampón0.2M tris-sulfúricopH 7.2, 0.02M MgSO4 (FSM) con un 20%

(p/’) de sacarosa.Se analizaroncombinacionesde virus/HG-Prohomólogasy heterólogas.

Antesdesu uso en los ensayosde transmisiónde PVY. seanalizaronlas muestrasde virus y de HG-

Pro purificadas en geles SDS-PAGEdel 12.5% (Laemmli et al., 1974). AsImismo, la actividad

biológicade las preparacionesde HG-Pro fué previamentetestadaen transmisionespor membranas

utilizandovirus del grabadodel tabacopurificado (tobaccoetchvirus, TEV) altamentetransmisible,

suministradopor el Dr. T.P. Pirone.

11.2.5.3-Transmisionessecuenciales.Los áfidossealimentabana travésde membranasdeparafilm

tensadasenunasoluciónconteniendoHG-Propurificado(sin diluir o adilución 1/2) enTSM-sacarosa,

antesde colocarlossobreunahoja de tabacoinfectadocon un aisladono transmisible.Sobrela hoja

se les permitíaun tiempo de alimentaciónadicional de 10 minutos, antesde ser transferidosa las

plantas de ensayo.Esta misma hoja de tabaco infectado se usaba también en un experimento

convencionalde transmisiónplanta a plantaqueservia de control negativo.
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II.LÓ- Análisis por inmunoelectrotransferencia del HC-Pro en preparacionespurificadas y en

extractos de hoja infectada.

Preparacionesde HG-Propurificado y extractosde hojasde tabacoXanthi nc infectadoconPVY, se

ana]izaronelectroforéticamenteengelesde poliacrilamidadesnaturalizantespor SDS (SDS-PAOE)de

gradiente (4,5%-gel concentrador, gradiente del 5 al 15%-gel separador) seguido de

immunoelcctrotransferencia(Westernblot”) a membranasdenitrocelulosa(Towbin etal., 1979).Tras

la transferenciade las pmteínas,las membranassebloquearoncon leche desnatadaal 5% en 0.15M

cloruro sódico, 0.015Mfosfatosódico,pH 7.4 (PBS)durante2horasy seincubaroncon el anticuerpo

HG-Paben la mismasolución(1 pglml). Gomo segundoanticuerposeutilizó uno decabraanticonejo

conjugadocon peroxidasa(Nordic Immunology).

Los extractosde hojaseobtuvieronmacerandotejido de hoja fresca(1/10 p/v) bien en PBS o bien

en PBS conteniendoun 1% de 2-mercaptoetanol(2-ME). A continuación seclarificaron a 6000 rpm

15 sgsen una microfuga Eppendorf. Las muestrasseadicionaron con 2-ME hastael 1% (vN) cuando

este agente no estabapresente en el tampón de extracción. Finalmente, se añadió SDS hasta el 2% y

glicerol hastael 10% (y/y) y las muestrasse calentaron5 mm a I00~C.

11.2.7-Análisis de la acumulaciónde HC-Proen hoja infectada

Se utilizó el sistemaELISA Indirecto(tapizadode placacon el antígeno)(Gonversey Martin, 1991)

utilizando el anticuerpoHG-Pab,paracompararlas cinéticasde acumulaciónde los componentes

“helper’ codificadospor los aisladosPVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1, en unahojade tabacodurante

una infecciónsistémica.

Paracadaaisladoviral, quinceplantasfueron inoculadasmecánicamenteendoshojasconsecutivascon
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alícuotasiguales(20pl/hoja) deextractodeplantainfectada.A los 2,4,6,10o 14 díaspostinoculación,

la hoja inmediatamentesuperiora lasdosinoculadassecortó,pesóy congelóa -809G.Tres hojasde

tres plantasdiferentesse recogieronen cadatiempo.

La hoja congeladaenterasemaceréenPBS (1/5 p/v) con 0.OSM PMSF. Gadaextractosecentrifugó

a 6000 rpm 15 sgsen unamicrofugaEppendorf,se diluyó 1:1 en tampónNa-carbonatopH 9.6 y se

analizóen ELISA indirecto utilizandoel anticuerpoHG-Pab.

Los extractosfueron tambiénanalizadospor “Westemblot y porELISA Indirectoutilizandoun Mab

contrala GP viral dePVY (Mab 10E3 deINGENASA, S.A.). Paraello, alícuotasdelos tresextractos

correspondientesa un mismo tiempo se combinaronen cantidadesequivalentes(100pl).

Las placasdeELISA setapizaronconel extracto(100ul/pocillo) durantetodalanochea 4~(2, después

se incubaron dos horas a 30 ~Gcon el anticuerpo HG-Pab (1 pg/ml) o con el Mab 10E3 en PBS con

Tween-20al 0.2% (PBS-T) y 0.3% de leche desnatada,y finalmentese incubaronotras dos horasa

309Gcon un anticuerpode cabraanticonejoó antirratónconjugadocon peroxidasarespectivamente.

La soluciónsustratocontenía0-fenilen-diamino(OPO) y H
202, y se midió la absorvanciaa 492 nm

(00491) (Kendall et al., 1983).

1123. RESULTADOS

11.3.1-Sintomatologíay ultraestructurade célulasinfectadas

Los cuatro aislados(PVY-0, PVY-O NAT, PVY-l y PVY-N) provocaron unos síntomassimilares en

tabaco(N. tabacwncvs. Xanthi nc, White Burley y Samsum),un mosaicolevesistémico.PVY-N no

provocóla necrosisde venascaracterísticadel grupoN (F¡g. lA).
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En pimiento (Capsícwnannuwn), los cuatro aislados,incluido PVY-N, infectaronsisrémicamentea

la varicadadYolo Wonder,provocandomosaicoy defoliaciónparcial.Los aisladosPVY-0 y PVY-0

NAT no infectaronsistémicamentea la variedadYolo Y, mientrasquePVY-l silo hizo, como era

de esperarpor sucaracterización,provocandounossíntomassimilaresa los observadosenlavar. Yolo

Wonder(Fig. iB).

En I’hysa¿ysfloridana, los cuatroaisladosprodujeronmosaicosistémico,seguidode marchitamiento,

necrosisapical y muertede la planta (Fig. lC)

En N. benihamiana,los cuatro aisladosindujeron infección sistémicacon mosaico de manchas

cloróticas,retorcimientode hojas,multiplicaciónde tallos lateralesy deinflorescencias.En la mayor

partede los casosse observónecrosisapical y muertede la planta (Fig. íD).

En observacionesal microscopioelectrónicode la ultraestructurade células infectadas,la infección

por los diferentesaisladosde PVY indujo la acumulaciónde inclusionescitoplasmáticascilíndricas

características“pinwheels” con forma de rosetade radioscurvos,en seccióntransversal,o de haces,

en seccioneslongitudinales(Figs. 2A y 2B)

11231-Análisis de HC-Proy de virus purificados

En el análisis electroforéticode preparacionesde HG-Pro purificado se observa, en tinción con

GoomasieR-250, la presenciade una bandacon un pesomolecular(MW) de alrededorde 50 kDa

correspondientea la proteínaHG-Pm,no presenteenpreparacionesequivalentesobtenidasa partirde

tejidodeplantasana.Aparecenademás,bandascontaminantescorrespondientesaproteínasdela planta

quecopurificancon el HG-Pro (Fig. 3). La bandaHG-Proseobservóen preparacionesobtenidasde

plantasinfectadascon PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-N, no consiguiéndosedetectaríaenpreparaciones
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de HG-Pro del aisladoPVY-l, a pesarde los repetidosintentosde purificación (Fig. 4A).

Los rendimientosdepurificaciónde virus,medidosespectrofotométricamente,dieronvaloresentre0.9

y 2 mg/100 g de tejido vegetal fresco,para los diferentesaisladosde PVY, siguiendocualquierade

los dos métodosde purificación utilizados.En observacionesal microscopioelectrónicodemuestras

devirus purificadolas partículasviralesaparecíancon la forma alargaday flexuosacaracterísticade

los poíyvirus(Fig. 2C).

En el análisis electroforéticode muestrasde virus purificado, obtenidossiguiendoel método de

Murphy seobservala GP viral comounabandadealrededorde 35 kDa entodoslos aislados,excepto

en el aisladoPVY-N en la que es ligeramentemenor (33 kDa) (Fig. 4B). En cambio,cuandose

analizaronpurificadosviralesobtenidossiguiendoel métododeMoghaly Francki,la GPaparececomo

unadoblebanda(Fig. 5), hechoqueyahabíasidopreviamenteobservado(Soto,M.J., comunicación

personal),y conla bandade menorMW comigrandoconla únicaobtenidaal analizarvirus purificado

segúnMurphy. Se detectarontambiénalgunasbandasminoritariasde MW elevadoqueposiblemente

representanagregacionesdela GP, puestoquereaccionanserológicamenteconMabscontralaproteína

de cubierta(no semuestra).

Ambos tiposde purificadosviralesseutilizaron indistintamenteen los ensayosde transmisión.

11.3.3-Transmisionespor áfldos

11.3.3.1-Transmisionesde plantaa planta.

Las transmisionesporáfidosde plantainfectadaaplantasanaresultaronaltamentepositivasenel caso

de los aislados PVY-0 y PVY-N: 34/40 y 30/38 respectivamente(n9 de plantas que resultaron
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infectadassobreel total). Porel contrario,la transmisiónde los aisladosPVY-0 NAT y PVY- 1 fué

negativaen todos los experimentos(0/45 y 0/40 respectivamente)(Tabla 1).

Paradilucidar si la GP o bien el HG-Pro estabaninvolucradosen estafalta de transmisibilidad,se

realizarona continuaciónunaseriede experimentosde transmisiónmedianteadquisicionesa través

de membranasy secuenciales.

1123.3.2-Transmisionesde adquisicióna travésde membranas.

Se obtuvieronelevadosniveles de transmisióncuando cualquierade tos cuatro aislados virales

purificadossemezclécon HG-Propurificadode PVY-0 o de PVY-N. Sin embargo,el HG purificado

de PVY-0NAT no pudopromoverla transmisiónporáfidosde suvirus homólogo,ni la de cualquiera

de los otros virus heterólogos(Tabla 2). Asimismo, no promovióla transmisiónde TEV (resultado

no mostrado).

Estos datos indicanqueun defectoen el HG-Pro queafectaa su funcionalidaden transmisiónes la

causade la falta de transmisibilidadviral del aisladoPVY-0 NAT.

Porotrolado,con ayudade las fraccionesobtenidasenel procesodepurificacióndeHG-ProdePVY-

1, enlas queno se consiguiódetectarestaproteína,no setransmitióningún alsíadoviral.

11.3.3.3-Transmisionessecuenciales

En transmisionessecuenciales,cuandoa los áfidos se les dió accesoa travésde membranasa una

soluciónconteniendoHG-Pro purificado activo en transmisión,antesde permitirlos alimentarsede

nuevo sobreuna hoja de planta infectadacon un aisladono transmisible(PVY-0 NAT o PVY-l
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indistintamente),ambosvirus se transmitierona un elevadonivel. En los experimentoscontrol de

transmisiónplantaaplantalos resultadosfueronsiemprenegativos(Tabla3).

Por otro lado, se estudió la transmisibilidad por áfidos del aisladoPVG 31 en una setie de

experimentoscombinadosde transmisiónde tipo secuencialy de adquisicióna travésde membranas

artificiales. Los resultadossugierenque dicho aislado no es transmisible debido a la falta de

funcionalidadde su componente‘helper” (Tabla 4).

1123.4-Análisis por inmunoelectrotransferenciadel HC-Pro en preparacionespurificadas

Una bandamayoritaria de unos 50 kDa fué detectadapor el anticuerpoHG-Pab en análisis por

inmunoelectrotransferencia,“Westemblot”, de preparacionesde HG-Pro purificadasde los aislados

PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-N. Por el contrario, en el caso de PVY-l, su proteína HG-Pm,

indetectableen Unción de coomasie,no lo pudosertampocoserológicamente(Fig. 6).

Paraestudiarla posiblepresenciay lascantidadesrelativasde HG-Pro de PVY-l enplanta infectada

seutilizarondosaproximaciones:A, la deteccióndel HG-Proen extractosdehoja detabacoinfectada

y su distribución en las diferentes hojas de una misma planta (punto 11.3.5) y B, un estudio

comparativode la cinéticade acumulaciónde lic-Pro en unahoja de tabacoduranteuna infección

sistémica(punto 11.3.6).

1133-Análisis por inmunoelectrotransferenciadel HC-Pro en extractosde hoja infectada.

La presenciadeHG-Proenextractosdehojasde plantasinfectadasconlos cuatroaisladosseconfirmé

medianteanálisisporWestemblot delos mismos,incluyendoal aisladoPVY-l. cuyo HG-Pmno pudo

ser purificado. Al analizar eleetroforéticamenteestos extractos, la proteína HG-Pro generé
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sorprendentementedos patronesdiferentesde bandas,dependiendodel modo de preparacióndel

extractode unamismahoja de plantainfectada(Fig. 7). Si un agentereductordegrupossulfidrilo (2-

ME, D1T) estabaincluido enel tampónde extracción(PBS),sólamentesedetectabala bandaHG-Pro

de alrededorde 50 kDa (Fig. 7A). Sin embargo,cuandoel extractosepreparabaen PBS y el 2-ME

se añadíaposteriormente,varias bandascon pesosmolecularesaparentesdesde 100 kDa hastapor

encimade 200 kDa eranreconocidaspor el anticuerpoHG-Pab,junto con la bandadescritaparael

HG-Prode 50 kDa. Estecomportamientoseanalizacon detalleen el GapítuloV. A la vez,en ambos

extractossedetectaronvarias bandasde MWs menoresde 50 kDa, queposiblementecorrespondena

HG-Pro degradado(l~’ig. 7).

Se analizaronextractos de hojas infectadas con los aisladosPVY-0, PVY-0 NAT y PVY-l

respectivamente,preparadosmedianteambosprocedimientosdeextracción(Fig. 7). Guandose añadía

el 1% de 2-ME con posterioridada la elaboracióndel extracto,los aisladosPVY-0 y PVY-0 NAT

dabanun patrónde bandasde HG-Pro idéntico(similaral generadopor el HG-Prode PVY-N, queno

se muestra),mientras que el patrónde bandasinducido por el HG-Pro de PVY-l mostrabaalgunas

diferencias;la bandade 50 kDa era apenasvisible (a vecesno visible en absoluto)y una bandade

unos150kDa no aparecía,acumulándoseel HG-Pro aparentementeenlasbandassuperioresdemayor

MW (Fig. 7B).

El patrónpermaneceinalterableindependientementede la planta infectadaanalizada,y de la hoja

seleccionadadentrode unamismaplanta.Parauna mismaplanta,la cantidadde HG-Propor unidad

de pesofresco seincrementadesdelas hojas superioresa las inferiores(Fig. 8).

112.6-Análisis de acumulaciónde HC-Pro en hoja

Las cinéticasrelativas de acumulacióndel HG-Pro en una hoja de planta de tabacoduranteuna
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infecciónsistémicafueronobtenidas,paralosaisladosPVY-0,PVY-0NAT yPVY-l, medianteELISA

indirectoutilizandoel anticuerpoHG-Pab.Los resultadosmostraronun incrementoen los nivelesde

HG-Procon el tiempo. Los valoresde absorvanciafueronmuy similaresparahojas infectadasconlos

aisladosPVY-0 o PVY-0NAT. Sin embargo,las lecturasobtenidasenla infeccióncon PVY-l fueron

la mitad de las de los otros dos aisladospara los días 10 y 14 postinoculación(Fig. 9A).

Gon respectoa la acumulaciónde la GP viral, las cinéticasrelativas,medidaspor ELISA Indirecto y

por “Western blot’, no mostrarongrandesdiferenciasentrelos tresvirus analizados(Figs.9B y 9C).

11.4- DISCUSION

En el presentetrabajose ha estudiadola transmisibilidadpor áfidosde cuatroaisladosde PVY. Dos

aislados,PVY-O NAT y PVY-l, hanresultadono transmisiblesenensayosde transmisiónde planta

infectadaa plantasana.En transmisionesde adquisicióna travésdemembranasy secuenciales,ambos

aisladosse transmitieronen una proporción similar a la observadaen los aisladosnaturalmente

transmisibles,cuandofueronsuplementadoscon un HG-Pmheterólogoy biológicamenteactivo. Así

se ha demostradoquesus GPs mantienenla funcionalidadparael procesode transmisiónviral por

áfidos.

Ambos aisladosprovienende muestrasde virus mantenidaslargo tiempo en plantasde tabacoy

pimiento, mediantepasessucesivosde inoculaciónmecánica,y las deficienciasen su transmisión

podríanhaberseoriginadoen el invernadero.

En nuestrosexperimentosutilizando HG-Pm purificado de PVY-0 NAT en transmisionesde

adquisicionesa travésdemembranas,no sepudopromoverla transmisiónde ningunodelos aislados

de PVY estudiados,lo que demuestraque un defecto en esta proteína causaría la falta de
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transmisibilidad viral. En general, la cantidad de proteína HG-Pro que conteníanpreparaciones

purificadasde componente helper’ delos aisladosPVY-0 y PVY-0 NAT fué similar, por lo que la

alteracióndel HG-Pmde PVY-0 NAT no afectadaa la purificación del mismo.

En contraste, el HG-Pro codificado por PVY-l no parece ser purificable con los mismos

procedimientos,pesea que la presenciade HG-Pro de PVY-1 en plantainfectadahasido confirmada

medianteELISA indirecto y porWesternblot. En el análisiselectroforéticode preparacionesobtenidas

trasel procesode purificación,la bandade HG-Prono pudo serdetectadaportinción de coomasieni

serológicamente.Estecomportamientodel HG-Pmde PVY-1 ha impedidoel establecimientode una

relacióndirecta entre su falta de transmisibilidadpor áfidos y un defecto en el HG-Pro,mediante

transmisionesde adquisicióna travésde membranas.Sin embargo,los resultadosde los experimentos

secuencialessonbastanteconcluyentesy parecenindicarla presenciadeun defectoen laproteínaHG-

Pro.

Es interesanteresaltarque, frente a lo que sucedecon PVY-l, no se conocesi los componentes

‘helper’ de trespotyvimsno transmisiblespor áfidosy quesehancaracterizadocomodefectuososen

sus HG-Pros,los aisladosZYMV ms-PATy R5A-PAT (Lecoqet al., 1991; Granieret al., 1993)y

el aisladoTuMV 31 (Natashimaet al., 1993),puedenserrealmentepurificados.

Porotro lado, las preparacionesde HG-Pm purificado de PVY-N presentaronuna menorcantidad

relativade proteínaHG-Pm.Sin embargo,fueronbastanteactivasen la promociónde la transmisión

viral en adquisicionesa travésde membranasa las dilucionesempleadas,queestánmuy por encima

de los nivelesmínimos requeridos,tantode virus comode HG-Propurificado, parauna transmisión

efectivapor áfidos del 100% (Pirone,1981).

Paralos tres aisladosanalizados,la acumulaciónde HG-Proen hojaduranteunainfecciónsistémica,
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medidapor ELISA Indirecto, parecealcanzarun máximoantesque la de GP viral, lo queno difiere

de resultadospublicados(Baunochet al., 1991).No obstante,en el casode PVY-l, las lecturasde

absorvanciapara los días 10 y 14 postinoculaciónsoncomparativamentemenoresquelasobtenidas

para los otros dos aisladosanalizadosPVY-0 y PVY-O NAT. Estos bajos valoresno parecenestar

causadaspor bajos nivelesde virus enplanta,puestoque las cinéticasde acumulaciónde la GP son

bastantesimilaresparalos tres aislados.

Estosresultadoscontrastancon los bajosnivelesde acumulaciónde HG-Proenplantaobservadoscon

mutantesde HG-Prode TVMV y deTEV, obtenidospormutagénesisdirigida, quesecorrespondieron

conbajos nivelesde virus en planta(Atreyael al., ¶992; Dolja et al., ¶993; Atreyay Pirone,1993).

Así, las alteracionesde HG-Pro aquídescritasno parecenafectara la expresiónde síntomasni a la

cantidadde virus en plantainfectada.De hecho,el aisladoPVY-0 NAT tienepropiedadessimilares

a PVG, que tambieninducesíntomastípicos y cuyo HG-Pro puedeserfácilmentepurificado (Atreya

et al., 1990).

El hechode que el HG-Prodel aisladoPVY- 1 presenteun comportamientoelectroforéticodiferente

del que muestranlos componentes“helper” de los otros aisladosde PVY analizados,podríaestar

relacionadoconlaspropiedadesdela proteínacausantesdesu falta defuncionalidadenla transmisión

y/o con las dificultadesobervadasen su purificación.

Nuestrosresultadospodríanindicar queel HG-Pm de PVY-1 presentaunamayor inestabilidadque

los componentes“helper” de los otros dos aisladosanalizados,que podría llevar a su menor

acumulaciónen hoja debidoa procesosdegradativos.Esteefecto podríasersimilar al propuestopara

explicarlos bajosnivelesde proteínaPl8 (factorde transmisión)detectadosen plantasinfectadascon

un aisladono transmisiblepor Afidos del virus del mosaicodela coliflor (GM1841) (Hakayashikiet

al., 1993). Alternativamente,podría también ocurrir que, por sus propiedadesmoleculares,esta
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inestabilidadsetradujeraenque la cantidaddc proteínaHG-Prode PVY-l obtenidaen el procesode

extraccióny clarificaciónnecesarioparael análisisporELISA indirectofuesemenorque la obtenida

paralos otros dosaisladosviralesanalizados,pudiendoestotenerrelaciónademásconlas dificultades

encontradasen supurificaciónporcl métodoconvencional,demodoqueparaconseguirlapodríanser

necesanosotros procedimientos.

En cualquiercaso,ni la falta de transmisibilidadde PVY-l ni Janopurificaciónde su HG-Propueden

seratribuidosa una falta dc estaproteínaen planta.Unasituaciónsimilarha sidoobservadacon otros

potyvirus, como TEV (Pirone and Thombury, 1983) o PPV (Ravelonandroet al., 1993), cuyos

componentes“helper” hansido detectadosen fraccionesde proteínastotalesde planta, extraídascon

SDS, pero no han podido ser purificados, aunque esta característicaes independientede la

transmisibilidaddel virus. Estos fallos en la purificación de HG-Pro podríantambiéntenersu causa

en una inestabilidadde la proteínacomo forma solubledurantelos distintos pasosdel procesode

purificación.

Los experimentosdetransmisiónsecuencialesutilizandosucesivamentedosplantaso dosmembranas

eranya conocidos(Govier y Kassanis,1974; Kassanisy Govier, 1971; Pirone, 1977), y su utilidad

para la detecciónde virus defectivosen HG-Pro ha sido comentada(Bourdin y Lecoq, 1991). Sin

embargo,los experimentosde transmisiónsecuencialesde membranay planta sucesivamentehan

reveladosu utilidad enla diferenciaciónpreliminarde posiblesalteracionesenlas funcionalidadesdel

HG-Pmo de la GP en aisladosno transmisibles,evitándosela necesidaddepurificar el virus. El uso

en estosensayosde HG-Propurificadoheterólogo,evita tambiénla necesidaddepurificar el HG-Pm

de cadaaisladoanalizado.Así, del mismo modo que se han caracterizadolos aisladosPVY-0 NAT

y PVY-l comodefectivosen HG-Pro,se hacaracterizadopreliminarmenteal aisladoPVYC 31 como

defectuosoen su HG-Pro,y estetipo de experimentosha sido útil en la caracterizaciónpreliminarde

un aisladodePPV comodefectivoen HG-Pro (PPV-3.3)(López-Moya,1993).
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Fig. 1 A: SíntomasprovocadosentabacoXanthi nc porel aisladoPVY-0 B: Síntomasprovocadosen

pimiento var. Yolo Wonderpor el aisladoPVY-N. C: Síntomasprovocadosen 9. fondona por el

aisladoPVY-0 NAT. D: Síntomasprovocadosen N. benthamianapor el aisladoPVY-N.

Fig. 2 A: Ultraestructuradecélulasde tejido dehoja deN. beniharnianoinfectadacon el aisladoPVY-

N. Se observaninclusionescilíndricas citoplasmáticas en seccióntransversaly longitudinal. B:

Tinción negativade un extractode planta de pimiento var. Yolo Wonderinfectadocon el aislado

PVY-N. Detalle de una inclusión cilíndrica.C: Tinción negativade unamuestrade virus purificado

(aisladoPVY-l). La barrarepresenta200nín

Fig. 3 SDS-PAGE (gel del 12.5% teñido con GoomasieBlue R-250) de preparacionesde HG-Pro

purificadoobtenidasa partirdeplantasana(línea 1) o infectadacon el aisladoPVY-O (línea2). Línea

3, marcadoresde pesomolecular(Bio-Rad)

Fig. 4 SDS-PAGE(gel del 12,5%teñido con GoomasieBlue R-250)de preparacionesde HG-Pm y

devirus purificados.A (lineas 1 a 4): Preparacionesde HG-Propurificadoobtenidasa partirdeplantas

infectadascon los aisladosPVY-0, PVY-0 NAT, PVY-l y PVY-N respectivamente.B (lIneas6 a 9):

Muestras de virus purificado (método Murphy) PVY-0, PVY-0 (NAT), PVY-l y PVY-N

respectivamente.Línea5, marcadoresde pesomolecular(Bio-Rad).

Fig. 5 SDS-PAGE (gel del 12,5%teñido conGoomasieBlue R-250)de virus purificado (métodode

Moghal y Francki). Lineas2 a4, PVY-N, PVY-l y PVY-O NAT purificadosrespectivamente.Línea

1, marcadoresde pesomolecular(Bio-Rad).

Fig. 6 lnmunoelectrotransferencia(“WestembloC’) depreparacionesde HG-Pmpurificadasanalizadas

en geles de gradientedel 5 al 15%, utilizando el anticuerpoHG-Pab. Lineas 2, 3 y 5, HG-Pro

purificado de los aisladosPVY-0, PVY-O NAT y PVY-N respectivamente.Línea 4, preparación



obtenidaa partirde tabacoinfectadocon el aisladoPVY-l. Línea 1, marcadoresde pesomolecular

preteñidos(Bio-Rad).

Fig. 7 lnmunoelectrotransferencia(“Western blot’) de extractos de una misma hoja de tabaco

analizadosen geles de gradientedel 5 al 15%, utilizando el anticuerpo HG-Pab. A: Media hoja

extraídaen PBS con un 2% de 2-ME (líneas 1 a 3), ¡3: La otra media hoja extraídaen PBS (líneas

4 a 7>. Se analizaronextractosde plantasinfectadascon los aisladosPVY-0 (lineas 1 y 4), PVY-O

NAT (lineas2 y 5) y PVY-l (líneas3 y 6). Línea 7, extractode plantasana.Las flechasindicanlas

principalesbandasreconocidaspor el anticuerpoHG-Pab.

Fig. 8 Inmunoelectrotransferencia(“Westemblot”) de extractosde cinco hojasconsecutivasde una

misma plantaanalizadasen gelesde gradientedel 5 al 15%. de inferiores (izquierda)a superiores

(derecha),usandoel anticuerpoHG-Pab.Se compararonextractosen PBSde plantainfectadaconel

aisladoPVY-l (lIneas 1 a 5); PVY-0 NAT (lIneas6 a 10) y PVY-0 (lIneas 11 a 15). Las flechas

indican las principalesbandasreconocidaspor el anticuerpoHG-Pab.

Fig. 9 A: Análisis de la acumulaciónde HG-Pro en hoja de tabaco a 2, 4, 6, 10 y 14 días

postinoculaciónduranteuna infección sistémicacon los aisladosPVY-0, PVY-0 NAT y PVY-l.

estimadaspor ELISA indirectousandoel anticuerpoHG-Pab.Gadapunto representael valor medio

dela lecturaporELISA de treshojas.Los segmentosverticalesindicanel limite de confianzaal 95%.

¡3, C: Los tres extractos correspondientesa un mismo tiempo postinoculaciónse combinaronen

cantidadesequivalentesy se analizaronpor ELISA indirecto y por Westem blot respectivamente,

usandoel Mab 10E3 contrala GP de PVY.















Tabla 1. Transmisiones por átidos de planta a

VIRUS PVY—0 PVY—0 (NAT) PVY—1

Expt<~ 5/S(*) 0/9 0/18

6/6 0/18 0/9

9/9 0/9 0/9

5/9 0/9 0/8

6/8

34/40 0/45 0/40

*: Los resultadosse expresancomoel número de

utilizadasen cadaexperimento.Se utilizaron diez

a: Sumatoriode los experimentosde transmisión.

planta

PVY—N

4/6

9/9

8/9

3/8

6/6

30/38 (a)

plantas queresultaroninfectadasy el total de plantas

áfidos por planta.

Tabla 2. Transmisiones por áfidos mediante adquisiciones a través de membranas

nC—Pro PURIFICADO VIRUS PURIFICADO

PVY-0 NAT

9/9

pvy—0 MC—Pro 8/8

8/8

pvy—0

9/9 (*)

9/9

3/3

6/6

7/27

0/9

0/9

0/9

0/27

8/8

12/1 8

PVY-N

9/9

9/9

9/9

8/8

3~]~5

0/9

0/18

PvY—2.

8/8

7/8

8/8

2 <a) 25/25 23/24

0/9 0/8

pvy—0 NAT MC—Pro 0/8 0/8

0/8 0/8

0/25 0/25 0/25

8/8 12/15 7/8

PVY—NHO—Pro 16/16 8/9 8/8

5/9 7/8

20/26 25/25 25/33 22/24

*: Los resultadosseexpresancomoel númerode plantasque resultaroninfectadassobreel total de plantas

utilizadasencadaexperimento.Se utilizarondiez áfldos por planta.

a: Sumatoriode los experimentosde transmisión.
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Tabla 3. Transmisiones por áfidos secuenciales

Plantas infectadas con PVY—0<NAT> Plantas infectadas con PVY—1

Transmisión Los áfidos tienen Transmisión Los áfidos tienen
control de acceso previo a control de acceso previo a
Planta a soluciones con: Planta a soluciones con:
Planta PVY—0 HO PVY—NHC Planta pvy—0 HC PVY—NHO

0/9 (*> 7/9 0/6 4/6

0/4 8/8 0/4 3/4

0/4 2/4 0/4 4/4

0/9 5/9 0/9 8/9

0/9 6/9 0/9 7/9

0/4 4/4 0/6 6/6

0/6 3/6

0/4 3/4

0/39 17/21 15/22 (a) 0/48 11/14 27/34

*: Los resultadosse expresancomoel númerode plantasque resultaroninfectadassobreel total de plantas

utilizadasen cadaexperimento.Se utilizaron diezáfidospor planta.

a: Sumatoriode los experimentosde transmisión.

preliminarniente al aislado PVY-C31 como unTabla 4. Experimentos de transmisión que caracterizan

posible deficiente en HC.

Transmisiones
Planta

a
planta

Expt~. 1 Expt~. 2 Expt~. 3
Planta donante
infectada con:

pvy—C31 0/5 (*> 0/5 0/10

~vy—0 5/5 5/5

PVY—0 <NAT) 0/5 0/5

Planta donante
infectada con:

5/5

4/10

Secuenciales

Los áfidos
tienen acceso
previo a
soluciones con

PVY—0 HC-Pro PVY—0 <NAT)

pvy—0 HO—Pro PVY—C31

PVY—C31 liC—Pro pvy—0 (NAT) 0/10

*: Los resultadosse expresancomoel númerode plantasinfectadassobreel total de plantasutilizadas.Se

utilizarondiez áfidospor plantade ensayo.
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11.6-ANEXO
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Método de purificación de potyvirus de Murphy

1. Homogenizara 4~C triturando en una batidorael tejido vegetalen tampón0.5M KPO4, pH 7.5
(relación 1.5 ml de tampón/gde tejido>, con 0.OIM NaDIEGA y 0.5% de ácidotioglicólico, añadidos
en el momentode uso.

2. Añadir cloroformo a 4
0G (1 volumenlgde tejido) y homogenizar1 minuto adicional.

3. Centrifugar15 mm a 7000mm en rotor (ISA <Sorvail)

.

4. Recogerla faseacuosasin cloroformo.Añadir NaCí hasta0.25M y PEO 8000hastael 4%. Agitar

1 hora a 40C.
5. Centrifugar15 mm a 7000mm en rotor (ISA

.

6. El sedimentose resuspendeen 0.IM KPO
4, pH7, IM urea. (lml/l-2 g de tejido inicial). Añadir

Tritón X-l0O hastael 1% y agitar 1 hora.

7. Gentrifugar15 mm a 7000mm en rotor (ISA

.

8. El sobrenadantese colocasobreun colchónde sacarosadel 30%en tampónTris-aH O.02M, pH
7.5, lmM EDTA (Tampón G).

9. Gentrifugar1 hora a 451)00rpm en rotor6OTi (Beckman)

.

10. El sedimentoseresuspendeen 8 ml detampónG. Asegurarsedequela resuspensiónescompleta.
Si no, centrifugarparaclarificar. Añadir 0.23 g de GsSOJmlde resuspendido.Colocarla fracción
sobrenadantesobreun colchónde 0.8 ml de 53% GsSO4(5.3 g GsSO4y H20 hasta4.7 mí) entubos
de rotor SW 50.1.

11. Centrifugar16 horasa32.000mm en rotor SWSO.1 (Beckman)

.

12. Recogercon unajeringa la bandade virus. Diluir en 8 ml de tampónG.

13. Gentrifugar 1 horaa 45.000mm en rotor 50-áSTi<Beckntanl

.

14. Resuspenderel sedimentoen tampón G (0.5 ó 1 mí).
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Método de purificación de virus de Moghal y Francki

1. Se homogenizana 49G las hojas triturando en una batidoracon 2 volúmenesde tampón borato
0.05M,pH 8, conteniendoun 0.150/o deácidotioglicólico, mediovolumendecloroformo,y otromedio
de tetraclorurode carbono.Todo enfriadoa49G.

2. Se centrilugaío mm a 8000 g en rotor (ISA

.

3. La faseacuosase filtra por papelWhatmanN94. Se añadenPEG6000 y NaCíhastael 4 y el 1.75%

(p/v) respectivamente.Se agita la muestra15 mm y se dejareposarunahoraa 49G.

4. Se centrifuga 10 mm a 8000 g en rotor (ISA

.

5. Se resuspendeel sedimentoen tampónborato 0.5M, pH 8 (1/5 del volumenoriginal), mediante
agitaciónsuaveunasdoshoras

6. Se centrifuga í<> mm a 8000gparaclarificar

.

7. Se centrifugael sobrenadante75 mm a78.000g en rotor S-30 (Beckman)

.

8. El sedimentose resuspendesuavementeen tampón borato0.OSM, pH 8 con 0.005M EDTA. Se
repiteel paso7 de nuevoy seresuspendeel virus entampónborato0.05M, pH 8 (lml/ 50 g de tejido
inicial). Se colocala muestrasobreun gradiente10-40%desacarosaen tampónborato0.OSMpH 8.

9. Se centrifuga3 horasa 24.000rpm en rotor SW-27 <Beckman)

.

10. Se recogela bandade virus con un fraccionadorISCO. La muestrasedializatodala noche(ON)
contratampónborato 0.OSM. pH 8 y se concentrapor centrifugación90 mm. a78.000g en rotor S-
30. Se resuspendeel virus en tampónborato0.05M.
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Método de purificación de la proteína HC-Pro de Thornbury et al., (1985).

Tamponesy soluciones.Todoslos tamponesdebenestara 4~G antesde su uso.y sedebetrabajara
40C ó en hielo durante todo el procesode purificación.

A. Tampónde extracción:0.lM acetatoamónico,pH 8.8. 0.02M Na
2EDTA,0.02M NaDIEGA, este

último añadidoen el momentoa la solución.

¡3. Tampónde resuspensión(TSM): 0.lM Tris, 0.02M MgSO4 pH 7.2, ajustadocon H2504.

1. Se toman 100-150g de hojas de tabacoque no muestrensíntomasde senescencia.Retirar las
nerviadurascentralesy trocearías(trozosde aprox. 4 cm

2).

2. Infiltrar totalmenteel tejido vegetaltroceadocon abundantetampónA en un Kitasato. Drenarel
liquido y guardarun poco del mismo (100 ml paraaprox. 100 g. de tejido fresco inicial) para el
siguientepaso.

3. Homogenizarel tejido infiltrado triturándoloen una batidoraa máximavelocidadun minuto, con
los 100 ml de tampónA.

4. Filtrar por 4 capasde gasa

5. Centrifugar15 mm a 8000 2 en rotor (ISA

.

6. Filtrar el sobrenadantepor “Miracloth” ó similar

7. Gentrifugar1 horaa 40.000 mm en rotor 45 Ti

.

8. Filtrar sobrenadantepor “Miracloth” y añadirPEO 6000 hastaunaconcentraciónfmal del 8%.
Agitar en hielo 1 hora.

9. Gentrifugar15 mm a 8000g en rotor (ISA

.

10. Resuspendertotalmente el sedimentoen tampón TSM (1/10 del volumen obtenido en la
centrifugacióna alta velocidad).

11. Centrifugar15 mm a 8000 2 en rotor SS-34

.

12. El sobrenadantesepasapor unacolumnadeDEAE celulosade unos20 cc, equilibradaen TSM.
Recogerla fraccióneluida.

13. Añadir PEO6000 hastael 8%, y agitarsobrehielo 1 hora.

14. Centrifugar 10 mm a 10.000 rpm en rotor SS-34

.

15. Golocarel sobrenadantesobreun gradientelineal de sacarosadel 5 al 15%en TSM, en tubosde
rotor SW 27, 2-2.5ml por tubo.

16. Centrifugar 16-18horasa 26000 mm en rotor SW-27

.

17. Recogerlos picos previos al de la rubisco con un fraccionadorde gradienteISCO.

18. Añadir PEO6000 hasta el 8%, y agitar 1 hora sobre hielo
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19. Gentrifugar a 10.000 mm en rotor SS-34

.

20. Resuspenderel sedimentoen 0.5-1 ml de TSM.

1 1
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Fig. 10 A: Gradientede densidadde sacarosadel 10 al 40% obtenido en la purificación de las

paniculasviTales de PVY siguiendoa Moghal y Francki. B: OTadientede sulfatode cesioobtenido

en la purificaciónde las partículasviralesde PVY siguiendoa Murphy. EV. bandade virus.

Fig. 11 A: Gradientededensidaddesacarosadel 5 al 15% correspondientea unapurificaciónde HG-

Pro de PVY. ¡3: En un fraccionadorISCO serecogenlos picos de OD~ (FI) previosal dela rubisco

(F2). C: Análisis en SOS-PAGEde alícuotasobtenidasdurantelapurificaciónde HG-Proa partirde:

A, plantasana.E, plantainfectadaconPVY-0. G, planta infectadaconPVY-1. Al, BI. GI: Fracciones

previasal gradientede sacarosa.A2, B2, G2: Fraccionescorrespondientesa los picos del gradiente

previos al de la rubisco. A3, B3, G3: Fraccionescorrespondientesal pico de la rubisco.
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111- CAPITULO TERCERO

Análisis de las secuenciasde los componentes“helper’ de tres aisladasdel virus Y de la patata,

dos de ellosno transmisibles por áfidos



111.1- INTRODUCCION

Seconoccnhastala fechamásde catorcesecuenciasnucleotídicasde genesde la proteínacomponente

“helper” de potyvirus, y las de aminoácidosque de ellas se derivan. Algunasde estassecuencias

correspondena aislados virales transmisibles por áfidos, y cuatro, a aislados que han sido

caracterizadoscomono transmisiblescuyoscomponentes‘helper” no son funcionalmenteactivos: El

virus G dc la patata,PVG (Govier y Kassanis,1974), un aisladodel virus del mosaicodel nabo

(TuMoV 31), quepresentaademásuna GP no funcionalen transmisión(Sako,1980), y dosaislados

del virus del mosaicoamarillo delcalabacín(ZYMV, aisladosElS-PAT y R5A-PAT) (Granieret al.,

1993).

Un análisiscomparativode la secuenciaaminoacidicadel HG-Prode PVG conlas deotros potyvirus

transmisiblespor áfidos pemiitió determinarla presenciade dos posicionescon residuosexclusivos

de esteaislado,sugiriéndosequealgunode ellos seríala causade la falta de actividadbiológicade

su HG-Proen transmisión(Thomburyet al., 1990).Mediantemutagénesisdirigida, seanalizóel efecto

de cadaunade estassustitucionessobreun clon completode un aisladotransmisiblepor áfidos del

virus del moteadodelasvenasdel tabacoTVMV, capazdeproducirtranscritosinfectivos.Seencontró

que sólo una de dichassustituciones(K—*E), situadadentro de un agrupamientode cisteinasdel

extremo amino del HG-Pm que estáestrictamenteconservadoen todos los potyvirus, anulabasu

funcionalidadpara la transmisión.Sin embargo,a diferenciade lo observadoen PVG, tambiénse

afectabala acumulaciónde virus y la expresión de síntomasen planta. Además,mutantes con

deleccionesen el extremoamino del HG-Pro no eranviablesen planta(Atreya et al., 1992a).

En basea estosresultadossediscutió la posibilidadde queel agrupamientodecisteinas,quepresenta

ciertassimilitudescon motivosdededosde zinc (“zinc finger”), estuvieraimplicadoenla transmisión

viral y en el mantenimientodel fenotipo infectivo del virus (Atreya et al., 1992; Atreya y Pirone,
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1993). Guriosamente,en un estudiosimilar conel virus del grabadodel tabacoTEV, mutantescon

deleccionesenel extremoamino delHG-Pro,obtenidospormutagénesisdirigida, síque fueronviables

y pudieron infectarsistémicamentetabaco,aunquepresentaronbajosnivelesde acumulacióndevirus

en planta,y sus componentes“helper” no parecieronser funcionalesen la transmisiónpor áfidos

(Dolja et al., 1993).

Porotro lado, la comparaciónde las secuenciasde aminoácidosdel HG-Pro de los dos aisladosde

ZYMV no transmisiblesRSA-PAT y E15-PAT con la correspondientea un aisladotransmisibledel

mismovirus, mostró que el aisladoRSA-PAT presentauna únicasustituciónaminoacídicarespecto

del aisladotransmisible,situadadentrodel agrupamientode cisteinasdel extremoamino del HG-Pm,

e idénticaa la que presentaPVG en la misma posición(K—~E). El aisladoE15-PAT presentódos

sustituciones,situadasen las regionescentraly carboxilodel HG-Pm (Granieret al., 1993).

En relación al HG-Pro del aisladono transmisibleTuMOV 31, se observaronseis diferencias

aminoacídicascon respectoa la secuenciaHG-Pro de un aislado transmisibledel mismo virus,

sugiriéndosequeen algunade estasdiferenciasradica la causade la falta de actividadbiológicade

las preparacionesde HG-Pro purificadode estevirus (Nakashimaet al., 1993).

A medida que se conozcany se comparenlas secuenciasde los componentes“helper” de más

potyvirusenlos quesehayaestudiadosu transmisiónpor áfidossepodráavanzaren el conocimiento

delas regionesde estaproteínaqueinfluyen específicamenteenel procesode transmisión,y encómo

afectana las hipótesisactualessobre la actuacióndel HG-Pro. En este capitulo se presentany

comparanlas secuenciasnucleotídicasdelos genescodificantesdel HG-Prode tresaisladosde PVY,

dosde ellos caracterizadospreviamentecomono transmisibles,y con defectosdiferentesen dicha

proteína.
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111.2- MATERIALES Y METODOS

111.2.1- Aislados virales, propagación y purificación

Los aisladosviralesutilizados,su propagacióny su purificaciónse han descritoen los puntos11.2.1

y 11.2.2 del Gapitulo II.

111.2.2-Síntesisy clonajede los cDNAs

Se preparóDNA complementario

seguidade reacciónen cadenade

(cDNA) a partirde virus purificadomediantetranscripciónreversa

la polimerasa(RT-PGR):

Desnaturalizaciónde la muestra.1 pg de virus purificado setratócon Tritón X-l0O al 1% durante

10 mm a 709G, añadiéndoseposteriormente1OU de RNAsIny 2-ME hasta0.02N.

Transcripción reversa. La muestra desnaturalizada se adicionó con el cebador especifico

correspondienteCl o Gé,(F¡g. 1) hasta7,5 mM, 25 pM de cadadNTPy lU detranseriptasareversa

de AMV, en un volumenfinal de 20 pí y entampónThs-GlH5OmM pH 8,9, 5OtnM KGI, 7.5 mM

Mg C12. La reacción sedesarrolló incubando la muestra durante 45 mm a 422C.

Amplificación desecuencias.Parala amplificaciónporPCR,la muestraprocedentedelatranscripción

reversaseadicionó con los cebadorescorrespondientesa 0.5 ~M, con los cuatrodNTPs a 0.25 mM

y con 2 unidadesde AmpliTaqDNA polimerasa(PerkinElmerGetas),llevándosea un volumenfinal

de 100 pí ajustadosa 100mM Tris-QH pH 8.3, 0.5M KGl, 15mM MgC1
2, y BSA a 2mg/ml.

La PGRse realizósometiendola muestraa un programade ciclosen un termocicladorPerkin-Elmer

36



cetus,Gene Amp PGR System 9600, siguiendo las instruccionesdel fabricante. Se utilizaron los

cebadoresCl y G2 paraamplificar la secuenciadel RNA viral quecodifica la regiónamino del HG-

Pro, y los cebadoresGS y Gápara amplificarla secuenciaquecodifica la regióncarboxilo (Fig. 1).

En amboscasosel protocolode amplificaciónfué el siguiente: 5 mm a 959G, seguidosde 10 ciclos

de 1 mm a 929G, 1 mm a 459G, 1 mm a 720G y 30 ciclos de 1 mm a 929G, 1 mm a 55~G y í mm a

729G.

El DNA amplificado se digirió con las enzimasde restricciónEco Rl y Hind III y el fragmento

2resultantese separópor tamañosen un gel de agarosaal 0,8%,eluyéndosee insertándoseen

plásmidospUCIS o pT3T7digeridoscon enzimasde restricciónEco Rl y Hind III (Sambrooket al.,

1989), con los quese transformaronbacteriasE. coil variedadSure(Stratagene).

1112.3-Métodode determinaciónde la secuencianucleotídica

La secuenciaóndel DNA donadose hizo siguiendoel métodode terminaciónde cadena(Sangeret

al., 1977), con deazanucleótidos(“DEAZA O/A Ti Secuencingmixes”) de Phannacia,y utilizando

entre dos y cuatro clones que conteníanlos plásmidosrecombinantespor región analizada. Se

utilizaron cebadoresespecíficosdel plásmido ademásde los cebadoresG3, G4 y G7 (Fig. 1).

Secuenciasdeespecialinterésfuerondeterminadasadicionalmente,mediantesecuenciacióndirectade

DNA amplificado.En estecasoseutilizó DNA amplificado obtenidoen eventosde PCRdistintosa

los utilizadosparael clonaje.0,5 ng de DNA amplificado y purificadoconunacolumna“Magic prep”

de Promega,se secuenciaronconel “fmol TM DNA sequencingsystem” de Promegautilizando los

cebadoresGI, G3 o G7 (Fig. 1). Al métodosele añadióun pasoadicionalconsistenteenincubarcada

productode la reacciónde secuenciacióncon 3,6U de terminal transferasa(Boehringer-Mahnheim)

durante30 mm a 379G (J.A. García,comunicaciónpersonal).
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11L2.4- Análisis de secuencias

Las secuenciasse analizaron con el programa DNASTAR (DNASTAR Inc., U.K.). Las secuencias

aminoacídicasdeducidassealinearonconlas deotrospotyvirusmedianteel programaPILE UP GGG

(PackageGeneticGomputerGroup,WinsconsinUniversity),unamodificacióndeldeFengy Doolittle,

(1987).

111.2.5-Perfiles de hidropatía

Los perfiles de hidropatíadel HG-Pro de los tresaisladosde PVY se generaroncon ayuda de un

programaquedeterminala hidrofobicidadmediade un segmentomóvil de 8 aminoácidosparaasignar

un valor a cadaresiduo(Kyte y Doolittle, 1982).

111.3- RESULTADOS

11L31- Secuenciasnucleotídicasde los genesdel HC-Pro de los aisladosPVY-O, PVY-O NAT y

PVY-l

El cONA correspondientea la región amino del HG-Pm se clonó para los tres aisladosde PVY

insertándoloenel plésmidopT3T7.El clonajede la regióncarboxilosehizo paralos tresvirus endos

eventosde transformación,en los que se utilizó cDNA procedentede PGRsdistintas.En un casose

insertóenel plásmidopT3T7,y enel otroel plásmidopUGI8. Muestrasde cDNAs amplificadospor

PGR y utilizados en clonaje aparecenen la Fig. 2. Un esquemade la estrategiaseguidaen el proceso

de secuenciaciónse muestraen la Fig. 3.

La secuenciacompleta(DNA) correspondientea la regióndel RNA viral codificantedel HG-Pro de
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los tres aisladosde PVY, queconstade 1368 nucleótidos,semuestraen la Fig. 4. Sedetectarontres

variacionespuntualesdesecuenciaentreclonescorrespondientesa un mismoaislado,dos localizadas

en la región amino (posiciones1104 A,G paraPVY-0, 1014 T,G paraPVY-l) y unalocalizadaen la

regióncarboxilo (posición2245 G,T paraPVY-1). Estasvariacionespodríandebersea sustituciones

y transversionescausadaspor erroresde copiadurantela RT-PGRdebidas,tanto a la bajatemperatura

de anillamientode los 10 primerosciclos de amplificación, como al elevadonúmerode ciclos (40)

(Ge]fand y Sninsky, 1993). E] nucicótido consideradocorrecto se obtuvo en los tres casospor

secuenciacióndirecta. Se confirmó tambiéncon la secuenciaciónde dosclonesadicionalesparalas

dosvariacionesde la región amino,considerándosecorrectala lecturamayoritaria,quecoincidió con

la obtenidaensecuenciacióndirecta.Parala variaciónde la región carboxilono se dispusode ningún

clon adicional.

En la secuenciasnucleotidicasasí como en las aminoacidicas(Figs. 4 y 5), se ha seguido la

numeraciónutillzadapor Robagliaet al., (1989)para la secuenciadel aisladoPVY-N. El nivel de

homologíadesecuenciaen la regióncodificantedel componente“helper” esmuy elevadoparalos tres

aislados,pero se han encontradoalgunassustituciones:La secuenciacorrespondienteal HG-Pro de

PVY-0 NAT se diferenciade la del HG-Pro de PVY-0 en dos nucleótidos(1186, 1543) que se

traducenen un únicocambioaminoacidico(aminoácido334, K—*N). La secuenciacorrespondienteal

HG-Pro de PVY-1 sediferenciade la del HG-Pro de PVY-0 en dos nucleótidos (1140,2099),que se

traducenen dos sustitucionesaminoacidicas(aminoácido319, G—*D; aminoácido639, 5-40).

1113.2- Análisiscomparativode las secuenciasdel HC-Pro de los aislados PVY-O, PVY-O NAT

y PVY-1

El alineamientode lassecuenciasde aminoácidoscorrespondientesa los componentes“helper” delos

tres aisladossecuenciados(PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1) con las de otros potyvirus: PVY-N
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(Robagliaet aL, 1989),PVY y PVG (Thomburyet a]., 1990),PVY-H (Tholeet al., 1993).PepMoV

(Vanceet al.,1992),TVMV (Domieret al.,1986),TEV (Allison etal., 1986)TuMoV 31 (Nakashima

et al.. 1993) y PPV (Maiss et al., 1989), se muestraen la Fig. 5. Las regionesde interésde los

aisladosde ZYMV E15-PAT,R5A-PAT y R5A-AT se alinearonmanualmentesegúnGranieret al.,

(1993).

Ochoaminoácidosestuvieronconservadosy fueronexclusivosde los tresaisladosibéricoscuandose

compararoncon los demásaisladosde PVY alineados(aminoácidosen posiciones296, 335, 378 382,

383, 436, 440 y 512, señaladascon un asterisco)(Fig. 5).

Porotro lado, las sustitucionesdiferencialesdelos componentes“helper” dePVY-0NAT y dePVY- 1

respectodel componente“helper” de PVY-0 fueron exclusivasde estos tres aislados,y no se

observaronen ningúnotro virus. En el casode PVY-0 NAT, la sustituciónK—*N se localizaen una

posición conservadaen todas las secuenciasde potyvirus comparadas,excepto en los virus con

componentes“helper’ no funcionalesPVG y ZYMV R5A-PAT. Igualmente,la sustitución G—*D

observadaen PVY-1 estásituadaen unaposición conservada.En cambio, la sustituciónS—*G se

encuentraen una posiciónde mayorvariabilidad,aunquese conservaen todos los aisladosde PVY

comparados(Fig. 5).

De manerageneral,la similitud de secuenciaentrelos virus analizadosesmáselevadaen el tercio de

proteína HG-Pro situado en la región carboxilo temúnal. El tercio amino presentala mayor

variabilidad,con la excepcióndel agrupamientode cisteinas,que estáestrictamenteconservado.El

porcentajede homologíade las secuenciasde diferentespotyvims alineadasen la Fig. 5 con la

secuenciadel HG-Pro de PVY-0 se muestraen la Fig. 6. El porcentajede aminoácidosidénticoses

igual o superioral 90%entrelos aisladosde PVY, aunquelos aisladosespañolesestánmáspróximos

a PVG quea PVY-N, PVY o PVY-H. Gon respectoaotros potyvirus.el gradodehomologíaes muy
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inferior (alrededorde] 50%), siendola máselevadala quehay con PepMoV(64%). A destacarque

porcentajesdchomologíamuysimilares,promediasde] 50% entredistintospotyvirusy del 90%entre

aisladosde un mismo virus, se hanobtenido analizandosecuenciasde GP potyvirales(Shuldaet al.

1988a).

111.3.3- Perfilesde hidropatía

Los perfiles de hidrofobicidad de los componentes‘helper” de los aisladosPVY-0, PVY-0 NAT y

PVY- 1 muestranuna proteínaglobalmentehidrofflica, con un mayor predominiohidrofflico en su

región central. En la región amino, el agrupamientode cisteinas se encuentraen un dominio

hidrofóbico. El extremofinal amino de la proteínapresentaun marcadocarácterhidroiflico. De las

tresdiferenciasdesecuenciaobservadasentrePVY-0NAT y PVY-l con PVY-0,sólamentela situada

enlaposición319dePVY-l alterasignificativamenteel perfil dehidropatíageneradoporelprograma

(Fig. 7).

1114- DISCUSION

En la transmisiónde potyvirus por áfidos estánimplicadasdos proteínascodificadaspor el virus; la

proteínade la cápsidaviral y el componente helper”. La comparaciónde las secuenciasde los

componenteshelper” de los tresaisladosespañolesde dePVY ha permitidodeterminarla existencia

detressustitucionesaminoacidicaspuntualesendosaisladoscaracterizadoscomono transmisiblespor

áfidos y con componentes“helper” defectuosos,respectodel aisladotransmisible.

El HG-Pro del aisladoPVY-0 NAT, queno escapazde mediarla transmisiónde su virus homólogo

ni la de otrosaisladosde PVY, presentaunaúnica diferenciaaminoacidicarespectodel HG-Pmdel

aisladoPVY-0 (N en lugarde K). Estosugierequedichasustituciónesla causadela deficiencia.Los
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datosestánen concordanciacon los obtenidosen el análisisde las secuenciasde los componentes

“helper” dc los aisladosno transmisiblesPVG y ZYMV RSA-PAT,y apoyanla sugerenciadeque su

falta de actividadbiológicaestácausadapor una sustituciónen la mismaposiciónquela observada

en PVY-O NAT (Thornbury et al., 1990; Atreya et al., 1992a;Granieret al., 1993).

La mutaciónen los componentes“helper” de PVC y del ZYMV RSA (K—*E), implica un cambiode

cargade positivaa negativa.Sin embargo,la sustituciónK—*N del HG-Pro de PVY-0 NAT implica

el cambiode un aminoácidobásicopor uno sin cargay es bastantemenosradical. Pero la presencia

de un aminoácidofuertementebásicoen estaposiciónesesencialparapreservarla funcionalidaddel

HG-ProdeTVMV en latransmisión,y sustitucionesdela lisina por aminoácidosneutros(Q) oincluso

ligeramentebásicos(H) anulandichafuncionalidad(Atreyay Pirone, 1993).

Porotro lado,se desechadefinitivamentela posibilidadde que la sustituciónI—*V de la posición509

dePVC estérelacionadacon la falta detransmisibilidaddel virus (Thomburyetal., 1990), yaque los

componentes‘helper’ de los tres aisladosespañolessecuenciadospresentandicha sustitución,con

independenciade queseano no transmisiblespor áfidos.

El componente“helper” del aisladoPVY-1 presentados sustitucionesaminoacídicascon respectoal

del aisladoPVY-0. Unade ellas(G—*D), seencuentraen unaposición(aminoácido319)cercanaa la

de las sustitucionesde PVY-O NAT, PVG y ZYMV R5A-PAT, también en el agrupamientode

cisteinas de la región amino, e implica un cambio de aminoácidono polar a otro cargado

negativamente.Se tratadeunaposiciónabsolutamenteconservadaentodaslas secuenciasdepotyvirus

conocidas,incluso en aquellosfilogenéticamentemás alejados,lo que sugiereque esta sustitución

podríacausarperturbacionesimportantesen algunaactividadbiológicadela proteína,y posiblemente

en su funcionalidaden el procesode transmisiónpor áfidos. La otra sustitución(S—*G), estáen la

región carboxilo, en una posiciónmenos conservada,y en este caso se sustituyeun aminoácido
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cargadonegativamentepor uno sin carga.

El HG-Pro del aislado PVY-1 no ha podido ser hastael momento purificado y presentaun

comportamientoelectroforéticocaracterístico.Se podría considerarsi ambas propiedadesestán

causadaspor una únicamutaciónpuntual o si son el efecto de dos mutaciones.Los aisladosdel

patotipoPVY-l se diferenciandelos aisladosdel patotipoPVY-0enquelos primerossoncapacesde

infectar sistémicamentepimientovar. Yolo Y (GebreSelassieet al., 1985; Luis Arteaga,1987).La

secuenciaciónde otros aisladosdel patotipo PVY-1 transmisiblespor áfidos para determinarsi

presentanalguna de las dos sustitucionesobservadasen el aislado PVY-l no transmisible,

especialmentelasegunda(5—oC),seríadeinterés.Casodeno presentarla,lassecuenciasaminoacidicas

de los componentes“helper” de aisladoscaracterizadoscomoPVY-l o PVY-0 seríanidénticas,y la

proteínaHG-Pmno jugaríaningúnpapelen estaespecificidadde huésped.

La proteínaHG-Pro, ademásde ser necesariapara la transmisiónpor áfidos del virus, es una tiol

proteasaresponsabledelprocesamientoproteoliticodesupropio extremocarboxilo.El terciocarboxilo

final de la proteínase ha relacionadocon dicha actividad proteásica(Garringtonet al.. 1989).Esta

región carboxilode la proteínaestáaltamenteconservada.

En la regiónamino,másvariable,destacala conservacióndel agrupamientodecisteinas(His-X-Gys-

XrGys-X13-Gys-X4-Cys-X2-Cys).Según Robagliaet al., (1989), se tratade un motivo similar a los

“zinc finge?’ de algunasproteínasquese unen a ácidosnucleicosy esun lugarpotencialde unión a

metalesdivalentes.TantoPVG y ZYMV RSA-PATcomoPVY-0NAT y PVY-l, presentanmutaciones

puntualesqueafectanaestemotivo. Esplausiblequeesteagrupamientodecisteinastengaunarelación

directaconla funcionalidaddel componente“helper” enla transmisiónviral (Atreyaetal., 1992).Sin

embargo,existendos aisladosdel ZYMV no transmisiblesa causade defectosen sus componentes

helper” queno presentanalteracionesen el agrupamientode cisteinasde la región amino, sino en
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otrasregionesde la proteína:El aisladoE]5-PAT y un aisladode ZYMV conunaalteraciónpuntual

en un triplete de aminoácidosde la región carboxilo del HG-Pro (PTK—*PAK) (B. Raccah,

comunicaciónpersonal).En estesentido, la funcionalidadde una proteína puedeserdestruidapor

alteraciones conformacionalescausadaspor mutaciones en posiciones alejadas del dominio

directamenteimplicadoen dicha funcionalidad.

La mayoríade lasmutacionesgeneradasin vitro enla región amino del HG-ProdeTVMV y de TEV

afectantambiéna los niveles de acumulacióndel virus en la planta, y a los síntomasde infección

(Dolja et al., 1993; Atreyay Pirone,1993).Sin embargo,enlos mutantesnaturalesconocidosdeesta

misma región (PVG, ZYMV E15-PATy R5A-PAT, PVY-0 NAT y PVY-l), considerandotambién

comotales a aquellosquepudieranhabersegeneradoen el invernadero,la acumulaciónde virus en

plantano pareceverseafectada(Thomburyet al., 1990; Granieret al., 1993).Posiblementeesdifícil

que mutantesde transmisiónen los que se afecte gravementela acumulaciónviral en planta sean

detectadoscomotales.

Finalmente,estosanálisiscomparativosresultanparticularmenteinteresantesparael estudiodel papel

del HG-Proen la transmisióndepotyvirus poráf¡dos,especialmenteaquellosenlos quese detectan

diferenciasen las secuenciasde aminoácidosde componentes“helper” de aisladosde un mismovirus

y que alteranla funcionaildadde la proteínaen la transmisión.

44

.1



111.5- FIGURAS

4... .1. E .



Fig. 1 Secuenciasnucleotídicasde los cebadoresutilizadosen el procesode amplificaciónporRT-

PGR, clonajey secuenciacióndel HG-Pro. Las dianasdc las enzimasde restricción aparecenen

cursiva.

Fig. 2 A: Amplificación por RT-PGR de la secuenciaque codifica la región amino del HG-Pro

utilizandoloscebadoresCl y G2. B: Amplificación porRT-PGRdelasecuenciaquecodificala región

carboxilodel HG-Proutilizandolos cebadoresGS y G6. Amplificacionesa partir de virus purificado:

PVY-0 (lineas1,6y 9), PVY-0 NAT (lineas2 y 10), PVY-l (líneas3 y II), PVY-N (línea4) y PPV

5.15 (línea 5). Línea 7, amplificacióna partir de agua.Lineas 8 y 12, marcadoresde tamaño.

Fig. 3 Estrategiaseguidaenla secuenciacióndelos genesdelos componentes“helper’ delos aislados

PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-l.

Fig. 4 Secuenciasnucleotídicas(DNA) y aminoacídicascorrespondientesa lasregionesdelRNA viral

que codificanlos componentes“helper” de PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-l. Se muestrala secuencia

paraPVY-0. Las diferenciasde secuenciaobservadasen los aisladosPVY-0 NAT y PVY-1 se

representanencima(aminoácidos)y debajo(nucleótidos).

Fig. 5 Alineamientode las secuenciasde aminoácidoscorrespondientesa componentes“helper’ delos

aisladosPVY-0,PVY-0NAT, PVY-l y deotrospotyvirus.Los aminoácidosconservadosentodoslos

virus estánindicadosen cursivaen la parteinferior. Los aminoácidosennegritahansido relacionadas

con deficienciasen componentes“helper’ de aisladosno transmisibles.La posiciónde aminoácidos

comunesa los tres aisladosespañoles,no presentesen otros aisladosde PVY, estáseñaladacon un

asterisco(*)

Fig. 6 Porcentajesde homologíade aminoácidosentre el HG-Pro de PVY-0 y los de otros virus

alineadosen la Fig. 4.



Fig. 7 Perfilesdehidropatíadela proteínaNC-Prode los aisladosPVY-O, PVY-0NAT y PVY-l. Los

valoresnegativosindicancarácterhidrofílico. Valorespositivos,carácterhidrofóbico.La flechaindica

la únicadiferenciaobservadaentrelos tresperfiles.
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PVC EDAKDETFCKVRDMCVPFCLCTWPTNMDLATTOAQNRTEYPDVHIDAELPRTIVDHDTQTGHV
PVYH EDAFCDFTFCKVRDMGVPFCLOTWPTNHDLATTCAQMKIEYPOVHDAELPRILVDHETQTCHV
PepMoV EEAKDETKKVRt IFMPKLSKWPTLMDLATTOAQLRTEHPDVHDAELPRILVOHNTQTCRV
TVMV ANAFCDETKRVRDESVQKLSFCWPSLIDVATECALLSTYYPAAASAELPRLLVDHAQKTTHV
TEV EDAKDETKEIRDTTVPKLSAWPTNODVATACYLLSILYPIDVLRAELPRTLVDHDNKIMHV
TuMV 31 SQAKEFTKVVRDFCLVOELSFCWPTLLIDVATACYELKVEYPDVANAELPRMLVDHKTKTTHV
PPV DEAKSFTKTVRDTLVPFCLCTWPSMMDLATACHELAVLYPETRNAELPRILVflHEAKTEHV

ARt FTK RD LG FVP D AT O E’ AELPR LI/DR fil!
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PVY—O VDSFGSQTTGYHTLKASSVSQLTLFANDELESDIKHYRVCO.-
PVX—ONAT VDSEGSQTTSYHILKASSVSQLTTJEANDELESDTKHYRVSO.-
PVY—1 VIDSESSQTTSYHTTJKASSVSQLTLEANDELESDIKHYRVGO..
PVY—N VDSESSQTTSYHTLKASSVSQT.TLEANDELESDTKHYRVSS-.

PVY VDSESSQTTSYHTLFCASSVSQLTLEANDELESDTFCHYRVSS.
PVC VIDSFSSQTTSYHTLKASSVSQLILFANIDEIJESETKHYRVOS.
PVYH VIDSFSSQTTSYHILKASSVSQLILEANIDELESDTFCHYRVOS..
PepMoV VIDSYSSISTSYHTLFCAATVSQLVLEAIDIDNLESETKHYRVSS- -

TVt4V VIDSYSSLNTSYHTLFCANTVSQLEFCEASNTLESPtIAQYKVSS..
TEV LDSYSSRTTSYHMLFCMNTTSQLIEEVHSSLESEMKTYNVSS.-
Tut4V 31 VDSYSSLSTSYHVLKTNTVEQLIFCFTRCNLESSLKHYRVGS..
PPV VIDSFOSLSTGMHVLKANTTNQLTSFASDTLDSNMFCTYLVSG-.

DSGS TGHLK QL F LS YVGG

Fig, 6

HO _______________________ FPV TuMV31 TEV
PVY—O 47,9 47,7 46,8

PVY—ONAT PVY—1 PI/O PVY—N PI/Y PVY—H PepMoI/ TI/MV
99,7 99,5 97,3 95,8 95,4 89,9 63,6 52,7
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Fig. 7
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IV- CAPITULO CUARTO

Producción y caracterización de un anticuerpo policlanal y de anticuerpos monoclonales contra

el componente “belper’ del virus Y de la patata.

.4.



1V.1- INTRODUCCION

El genomade los potyvirus codifica una única poliproteinaque se procesaproteoliticamentepara

generarlos productosproteicosfinales (Riechmannetal., 1992).

La mayoríade los métodosserológicosde detecciónde infección viral en planta se basanen la

acumulaciónde virus que tiene lugar en la planta infectada, y por tanto en las propiedades

inmunogénicasde la GP. Sin embargo, la organizacióngenéticade los potyvirus permitiría la

producciónde cantidadesequimolecularesde cadaproteínaviral, aunquela regulación“in vivo” del

procesamientode la poliproteinaviral no se conocebien todavía.De hecho,los potyvirus inducenla

formacióndecuerposdeinclusiónenla célulavegetalqueestánrelacionadosconproteínasviralesno

estructurales.Una de estasproteínasforma las inclusionescilíndricas citoplasmáticas,que están

presentesen todos los miembrosdel géneroy constituyenun criterio de clasificacióntaxonómica

(Edwarson,J.R. 1992).Asimismo, algunospotyvirus. entreellos PVY, inducenla acumulaciónde

inclusiones amorfas en el citoplasma de las células infectadas, que han sido relacionadas

serológicamentecon la proteínaHG-Pro (De Mejía et al., 1985, Baunochet al., 1990).

Diferentesanticuerposmonoclonales(Mabs) contraproteínasno estructuralesde potyvirushan sido

yadescritos(Jordan,R. 1992; Purcifulí etal., 1992).La produccióny caracterizaciónde Mabscontra

HG-PropurificadodePVY permitirásu utilizaciónenel estudiode lascaracterísticasde estaproteína.

Asimismo, el empleode estosMabs, conocidala variabilidadexistenteen las poblacionesde virus

vegetales,y enparticularenel GéneroPotyvirus,permitiráutilizarlosenla deteccióndeinfecciónviral

y en la caracterizacióny diferenciaciónde aislados.
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1t2- MATERIALES Y METODOS

11(2.1-Preparación de inmunógenos

Los aisladosvirales PVY-0 y PVY-0 NAT son los descritosenel punto 11.2.1. El aisladoPVYN G3

fué suministradoporO. Rose,Agricultural ScientificServices,EastGraigs,Edinbourgh,Scotland.El

aisladodel virus A de la patata(potatovirus A, PVA) y el aisladoPVYN PEI fueron suministrados

por R. Stace-Smith,Agriculture Canada,VancouverResearchStation,Ganada.Los aisladosPVYN 10,

18, 19, 20, 21, 25, 33, 36. 37, 54 PVY0 5, 17, 49,50y PVYt 31 fueronsuministradosporO. Adams,

Biologische Bundesanstalt,Braunschweig,Alemania. Los aisladosde PepMoV y de TEV fueron

suministradosporR. Ghristie,Universidadde florida, Oainsville, Florida,USA. El aisladoPPV-5.15

f¡~é suministradopor M. Gambra,del Instituto Valencianode InvestigacionesAgrariasde Valencia,

Espafia.

Los virus fueronmecánicamenteinoculadosy propagadosenN. tabacwnev. Xanthi nc. exceptoPPV

que lo fué en N. bentham¿ana.Plantassistémicamenteinfectadas,a los 15-25 días postinoculación

fueron utilizadasparalos diferentesensayosserológicos.La proteínaHG-Pro fué purificadacomo

describenThomburyet al., (1985) (punto 11.2.3)a partir de plantasinfectadascon el aisladoPVY-0

o PVY-0 NAT. cori las siguientesmodificaciones:Se omitió la colummnnade DEAE celulosay todos

los tamponesy solucionesutilizadosen los diferentespasosdelprocesopurificacióncontuvieron20

mM EDTA.

IV.2.2- Producción de un anticuerpopoliclonal contrael HC-Pro de PVY

En el procedimientode elaboraciónde un sueropolielonal contrael HG-Pro de PVY (HG-Pab),los

conejosNew Zealandfueron inyectadosintramuscularmentecuatrovecesa intervalosde dos semanas
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utilizando como antígenoproteínaHG-Pro del aisladoPVY-0, electroeluldade gelesde acrilamida

(RodríguezM.D., 1986).En la primera inyección,0.5 ml del productodeelución (aprox. 0.5 mg de

proteína)fueron emulsionadoscon 0.5 ml de adyuvantecompletode Freund.En las tres inyecciones

siguientesse utilizaron0.5 ml de muestraemulsionadoscon igual cantidadde adyuvanteincompleto

de Freund.

Para lograr un antisuerolibre de anticuerposque reaccionarancon proteínasdistintas al HG-Pro,

presentesenplantainfectadaconPVY, el sueroobtenidofué inmunoabsorvidocon lasproteínastotales

de un extractode tabacoXanthi nc sano(Hall, E.M., 1990),y las IgOs séricasfueronpurificadascon

unacolumnade afinidadde proteínaA-Sepharosa(Pharmacia).

IV.2.3- Producción de hibridomas e isotipaje

Parasu inmunización,hembrasde seissemanasde ratónbab/cfueroninyectadasintraperitoneabnente

(IP) con 150 pl de HG-Pm de PVY-0 NAT purificado por gradiente(aproximadamente1 pg4i1 de

proteínaHG-Pro), sin adyuvante.Paralas siguientesinyecciones,todas IP. se utilizaron 100pl de la

mismamuestrade HG purificado. Los ratonesinmunizadosfueronsacrificadosmedianteaxfixia con

G02 y sus bazos extraídosasépticamente.Los linfocitos del bazo se fusionaron con células de

mieloma FOX-NY (Hyclone laboratories)(EliIis y Wieczorek, 1992). Las líneas de hibridomas

productorasde anticuerposcontrala proteínaHG-Prode PVY sedetectarony seleccionamnmediante

ELISA Indirecto y ELISA DAS! (Gonversey Martin, 1992). En ELISA Indirecto, las placasse

tapizarondurantetodala noche(QN) a 4~G con el sobrenadantedeun extractodehojas de plantasde

tabacosistémicamenteinfectadascon el aisladoPVY-0 NAT preparadoen tampónsodio-carbonato

pH 9.6 (1/10 p/v) y clarificado durante 10 mm a IOXX)0 rpm en un rotor 55-34. Como control

negativose repitió el mismoensayode ELISA indirectoutilizando un extractopreparadoa paitir de

planta sana.En ELISA DASI, las placasse tapizaronON a 49G conel anticuerpoHG-Pab(1 pg/mI)
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y se incubarondespuéscon extractode plantainfectadapreparadoen PBSconteniendoun 0.1%dc

Tweeny un 0.3% de leche desnatada.Los siguientespasosfueron similarespan ambosensayos:

Sobrenadantesdel medio dc cultivo de hibridomas,diluidos 1:1 hasta100 pl en PBSconteniendoun

0.2% de Tween-20y un 0.6% de leche desnatadase incubarondurante2 horasa 302G. Los Mabsse

detectaroncon un anticuerpode cabraantiratón conjugadocon fosfatasaalcalina (Sigma). Gomo

sustratose añadióparanitrofenilfosfato,y la absorvanciase midió a 405 nm (OD~). Las lineas

secretantesde anticuerposasíidentificadassedonarondosvecesconsecutivaspordiluciónlúnite. Las

subclasesde isotipos se determinaronmediante ELISA DAS usandoun KM de subisotipajede

hibridomas(Galbiochem,BehringDiagnostics).

Seislineasde hibridomasproductorasde anticuerposmonoclonalescontrael HC-ProdePVY-O NAT

(HG-Mabs)fueron inoculadasintraperitonealmenteen ratonesBalb/c parala producciónmasivade

anticuerposen liquido ascitico.

¡1(2.4- Reactividadde los HC-Mabsy del HC-Pab con los componentes“belper” de PVY y de

otrospotyv¡rus

La bateríadeseisanticuerposmonoclonalesseleccionadoscontraelHG-ProdePVY-0NAT seanalizó

en ELISA IndirectousandoextractosdeplantasinfectadascondiferentesaisladasdePVY y conotros

virus del género.

Por otro lado, se analizaroncomparativamentelos valores de absorvanciaobtenidos en ELISA

Indirecto por los extractosde seis hojas consecutivasde una misma plantainfectadacon PVY-0.

Quince plantas,inoculadasentre 20 y 40 días antesdel ensayo,fueron analizadasen cuatrotests

independientes.Se utilizaron lasmismascantidadesdetejido frescopor hoja (0.1 g/ml).
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Se estudió,además,la funcionalidadde algunosde estosHG-Mabsen el sistemaELISA DAS, para

lo cual estosanticuerposfueronbiotinilizados(Kendall et al., 1983).

Los extractos de planta infectadase prepararonen PBS (1/10 p/v) y se clarificaron mediante

centrifugacionesa bajas¡evoluciones(5000 rpm 1 mm en microfugaEppendorf),diluyéndose1:1 en

tampónsodio-carbonatopH 9.~ paraELISA Indirecto,ó en PBScon 0.2%Tween-20y 0.6%de leche

desnatadaparaELISA DAS. Seestudióel efectoquela clarificacióndelextractoa altasre’~oluciones

(50.000 rpm 1 hora en rotor Ti6S), en lugar de a bajas revoluciones,tenía sobre las lecturasde

absorvanciaobtenidasen ambostipos de ELISA.

En ELISA Indirecto, tras el tapizadode las placasQN a 4~(2 con el extracto, éstasse incubaron

durante2 horasa 302Gconliquido asciticocorrespondientea cadaHC-Mab,diluidos a 1/2000enPBS

con 0.1% Tween-20y con 0.3% de leche desnatada,o con el HG-Pabdiluido a lpg/ml. Gomo

segundoanticuerpose utilizó en el caso de los monoclonales,un anticuerpo de cabraantiratón

conjugadocon fosfatasaalcalinao con peroxidasa(Sigma). En el casodel anticuerpoHG-Pab,se

utilizó un anticuerpode cabraanticonejoconjugadocon peroxidasa(Nordic Immunology).

En ELISA DAS, se tapizaronlas placasON a 4~G con líquido ascíticoa una dilución 1/2000 en

tampónsodio-carbonato.Posteriormenteseincubaronconel extractodeplantadurante2 horasa 300C,

y seguidamenteconel anticuerpomonoclonalconjugadocon biotina diluido a lpgfml otras 2 horas

a 30~G, ambosen PBScon0.1% Tween-20y con 0.3%de lechedesnatada.Finalmentelas placasse

incubaronconestreptavidinaconjugadacon peroxidasade rábano(Sigma) (lpg/ml en PBS) durante

30 mm a temperaturaambiente.

Cuandoseutilizó fosfatasaalcalina,seañadiócomosustratoparanitrofenilfosfato,y la absorvanciase

midió a 405 nin (OD~~,5). Guandose utilizó peroxidasade rábano,se añadiócomo sustratoOPD y
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H202, y la absorvancia se midió a 492 nm(0D40 (Kendail et al, 1983).

Los distintosmétodosde ELISA utilizadosaparecenesquematizadosen la Fig. 1.

11(2.5- Análisis por inmunoelectrotransferencia

Preparacionesde HG-Pro purificado de PVY y extractosobtenidosa partir de planta infectadase

analizaronen Westemblot (11.2.6).Los extractosde plantase prepararonen tampónTris-CH 0.625

M, pH 6.8 con SDS al 2% y 2-ME al 1% (y/y).

11(3- RESULTADOS

11(3.1-Producciónde un anticuerpo policlonal y de anticuerposmonoclonalescontra el HC-Pro

de PVY

Se comprobóinicialmentequealgunasinmunoglobulinasdel antisueropoilelonalcontrael HG-Prode

PVY-0 reconocíana proteínasdeplanta.Esteefectodesapareciótrassuinmunoabsorciónconproteínas

totalesdeplantasana,queeliminaronestasinmunoglobulinas.Tras la purificacióndelas IgOs séricas,

la dilución de trabajo se estalecióen 1/500, tanto paraELISA comoparaWestemblot.

Para la obtención de HG-Mabs, los bazos de tres ratones,con los que se siguieron diferentes

protocolosde inmunización,seutilizaron en tres eventosde fusiónindependientes(Tabla 1). En los

aproximadamente12.000pocillos de hibridomastestados,un total de 12 líneasde hibridomasfueron

identificadascomo elaboradorasde anticuerposespecíficoscontrael HG-Prode PVY. De éstas,10

fuerondonadaspordilución limite y susisotiposcaracterizados(Tabla2).
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TantoenELISA DASI comoIndirecto,los 10 Mabsreaccionaronconextractode plantainfectadaasí

comoconpreparacionesdeHG-ho purificado.No reaccionaronencambioconextractodeplantasana

(Tabla 2).

11(3.2- Reacdvidadde los HC-Mabsy del HC-Pabcon el componente“helper” de PVY y de

otros potyvh-us

Las lecturasde absorvanciaque dieron extractosde distintas bojas dentro de una misma planta

infectadaconPVY-0 en ELISA Indirecto conel Mab 8B3, mostraronun incrementoen las mismas

de las hojasmásjóvenesa las másviejas (Fig. 2), hastala apariciónde síntomasde senescenciaen

la hoja, a partir de los cualesla lecturadiminuía.

LosdosMabsutilizadosenELISA DAS, lB 1 y 8B9, funcionaronsatisfactoriamente(Hg. 3). Guando

se analizaronextractosde diferenteshojasdentrode unamismaplantasometidosa centrifugacióna

bajaso a altas revoluciones,los valoresde absorvanciaobtenidosfueron similares,tanto en ELISA

Indirectocomo en ELISA DAS (Hg. 3).

En ELISA Indirecto, usandoliquido asciticode las seis lineas de hibridomasseleccionadasy el

antisueropoliclonal, ninguna de estaslineasni tampoco el HC-Pab reaccionaroncon extractosde

plantasinfectadasconPVA o conlos aisladosde TEV. Tampocoreconocierona un aisladode PPV

(resultadono mostrado).Un Mab, iAl 1, reconociópositivamenteel HG-Prode todoslos aisladosde

PVY y sólo a un aisladode PepMoV.El HC-Pabreconocióal HG-Pro de todos los aisladosdePVY

y al de un aisladode PepMoV. Otro Mab, SEI, reconociópositivamenteel HG-Pro de todos los

aisladosdel grupoPV’?0 y PVV pero no el de los del grupoN. Tres Mabs, SBIO, iBí y 8B3,

diferenciaronun subgrupodentrodel grupo PVYN. Estasdiferenciasen los reconocimientosde los

distintosMabs permitenrelacionara los aisladosespañolesPVY-0 y PVY-0 NAT con uno de los
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subgruposdentro de PVY0 (Tabla3).

11(3.3- Análisis por inmunoelectrotransferencia

En el análisispor “Westemblot” de HG-Pro dePVY-0 purificadoo deextractosdeplantasinfectadas

con el mismo virus, sietede los diez HG-Mabs y el Pabreconocieronunabandade 50 kDade peso

aparente,junto con algunasotras bandasminoritarias,que no estabanpresentesen fracciones

equivalenesde planta sana. El tamaño se correspondecon el esperadode la proteína HC-Pro

(Thombury et al., 1990) (Hg. 4). Los Mabs 2G6, 7E7 y 8E1 no reconocieron el HG-Pro ni ninguna

otra proteína.

En un análisispor “Westemblot” utilizandolos HG-MabslBl, 305, iAl 1 y elHG-Pab,los tresMabs

asícomoel HC-Pabreconocierona la proteínaHG-Prode PVY-0. (Hg. 4). El Mab lA 11 reconoció

al HG-Pro de PV’? y de PepMoV, perono de ‘rEV ni de PPV (Fig. 4).

11(4- DISCUSION

La obtencióndediezanticuerposmonoclonalesasícomola de un antisueropoliclonal quereconocen

específicamenteel componente“helper” de PVY en los tipos de ELISA más utilizados para la

deteccióndeinfecciónviral, puedeserútil enla profundizacióndel estudiodel HG-Pro,así comoen

ladiferenciacióndeaisladospotyviralesbasándoseenlascaracterísticasserológicasdeproteínasvirales

no estructurales.Estos anticuerposhansido herramientasfundamentalesen los estudiospresentados

en los CapítulosII y V de estatesis

Proteínasno estructuralescomo el HG-Pro, puedenser importantesen la taxonomíadel género

Potyvirus, como ya se ha sugerido (Jordan, 1992). En este estudio hemos mostradoque Mabs
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preparadosusandoel HG-Pro de PVY sonútiles tanto parapruebasde especificidadde virus como

paradiferenciarlos gruposcomún(PVY0) y de necrosisen venas(PVYN), asícomosubgruposdentro

de éstos. Esta capacidadde discriminaciónentre aisladosde PV’? cuyos componentes“helper”

presentanhomologíasde secuenciade aminoácidosque posiblementealcancenel 90%,indicaquese

puedenrealizardistincionesserológicasen basea diferenciasde pocos aminoácidos.Estaes una

situaciónsimilara la quese observaen la GPde PVY, en la quese basala deteccióny diferenciación

serológicade estevirus (Van der Vlugt et al., 1993).

Ademásde su valor taxonómico,estosanticuerpospuedentenergran utilidad en la detecciónde

infección. Aunquelos Mabs contrala GP de PV’? hanprobadosu valor parala detección,asícomo

parala identificaciónde aisladosdePVY (Ellis etal., 1992),ocasionalmentehanpresentadoproblemas

parala correctaidentificacióndealgunascepasdePVY entestsde certificacióndepatata(McDonald

et al., en prensa).Porotro lado,estosMabspuedenayudara establecerrelacionesfilogenéticasentre

los distintosmiembrosdel GéneroPotyvirus.Así de entrelos virus analizados,PepMoV pareceser

el que está serológicamentemás cerca de PV’?, en concordanciacon la relativamenteelevada

homología(64%)quela secuenciade aminoácidosdel HG-Prodeun aisladosecuenciadode estevirus

presentacon la del HG-Pro dePVY (111.3.2),aunquese tratade un aisladodiferentealos utilizados

enestecapitulo,y condatospublicados(DeMejía et al., 1985b;Purcifulí et al., 1992; VanderVlugt

et al., 1993).

Hemoscomprobadoquehojasinferioresde plantainfectadacon PVY queaúnno muestrensíntomas

de senescenciadanmejoreslecturas en ELISA indirecto que hojas superiores.Este dato estáen

concordanciacon lo observadoen un análisis similar por Westem blot y con las cinéticasde

acumulación de HGen hoja (Capitulo II, Figs. 8 y 9), utilizando el HC-Pab. Por otra parte, estos son

los resultadosesperadossi seasumequeseproduceunaacumulaciónde proteínano esa-ucturala lo

largo de la vida de la hoja.

53



Sin embargo,el incrementoen las medidasdel ELISA Indirectocon la edadde la hojano seríael

resultadode la meraacumulaciónde HG en formade inclusionesinsolubles.Los sobrenadantesde

centrifugacionesde extractosde planta infectadaa altas revoluciones(en los que las inclusiones

insolublesprecipitarían)o a bajasrevolucionesdan en ambos casosunospatronesde lecturamuy

similares, sugiriendoque éstoscorrespondenposiblementesólo a HG-Pro soluble o solubilizable

duranteel procesode extracción.

El HG-Prosolubleestaríaagregadoo presentaríaalgúntipo deinteracciónquepermitierala existencia

deal menosdosepitoposidénticospormolécula,dadoque los sobrenadantesde centrifugacióna altas

revolucionespuedenserutilizadosen ELISA DAS. Estosresultadosconcuerdancon los de estudios

cromatogáficosprevios (Govier et al., 1977; Thombury et al., 1985). Sin embargo,la interacción

podríaser inespecificay estarcausadabien por el procedimientode extracción,o bien durantela

incubaciónde las placas.
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IV.5- FIGURAS
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Hg. 1 Modalidadesde ELISA.

Fig. 2 Lecturasde ELISA indirecto de extractosde hojas consecutivas(hojas 1 a 6, de superiora

inferior) decuatroplantasdetabacoinfectadocon PVY-0 (plantasA, B, G y O), usandoel Mab 8B3.

Fig. 3 Lecturasde ELISA DAS (A,G) e indirecto (B,D), usandoel Mab lBI, de extractosde hojas

consecutivas(hojas 1 a 6, de superiora inferior) de una planta de tabaco infectadacon PVY-0,

sometidosa clarificaciónpor centrifugaciónen alta (A,B) ó en baja(G,D). Gadapunto representala

media de absorvanciade cuatropocillos.

Fig. 4 Inmunoelectrotransferencia(“Western blot”) de extractosde plantasinfectadascon: PVY-0

(lineas 1, 3, 5 y 7), PPV (línea 8), PepMoV (línea9) y TEV (línea 10). Línea 6. HG-Pro purificado

dePVY-0. Línea11, extractodetabacosano.LIneas2 y 4, marcadoresde tamaño(Bio-Rad)Seutilizó

el anticuerpoHG-Pab(línea 1 y 2) y los anticuerposmonoclonalesiBí (línea 3), 305 (línea5) y

lAlI (lIneas6 a 11).
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Fig. 1
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Fig. 2
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Tabla 1. Protocolos de inmunización seguidos en la obtención de anticuerpos monoclonales de ratón
contrael componente“helper” de PVY

segunda tercera
inyección inyección

inyección de
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Tabla 2.

PVY

Nombre

FI II El

FI 1 206

Fi 1 305

FI /5510

FI 1 888

FI /869

F2 1 lAiI

Fa 1 7E7

rS 1 707

rs 1 BEl

Característicasdelos anticuerposmonoclonalesobtenidoscontrael componente“helper” de
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Tabla 3. Immunoreactividad de seis Mabs contra la proteína HC-Pro de PVY en ensayoscon

extractos de plantas infectadas con PV’? y con otros potyv¡rus

ELISA Indirecto <a,b) usando:

Anticuerpos irtonoclonales

Virus

5B1.0 iBí BEl lAiT 853 859 Pab

Potato virus A

0.032 0.022 0.022 0.028 0.022 0.026 0.068

Tobacco etch virus

0.026 0020 0.022 0.029 0.020 0.023 0.030
0.022 0.020 0.020 0.022 0.019 0.021 0.020

Peppermottle virus

0.043 0.026 0031 0.429 0.025 0.026 0.243
0.046 0.029 0034 0537 0.028 0.031 0.624

Potato virus Y

PVYN—C3
PVYN—10
FVYN—18
FVYN—2 1
PVYN—2 5
PVYN—33
PVYN—54
PVYN—PEI
PVYN—1 9
PVYN—2 O
PVYN—3 6
FVYN—37

0.057
0.048
0.069
0.063
0.051
0077
0.072
0.094
0.440
0.266
0.477
0.296

pvyo—sc
PVYO—17
PVYO—49
PVYO—50
PVYO—NC7 8
PVYO—NC138
PVYO—5
pVY—0

PVY-~-0 NAT

PVYC—31

0.753
1.368
0.7 64
0.863
0.7 42
1.281
1.035

0.026
0.044
0.095
0.084
0.042
0.054
0.057
0.076
0.467
0.254
0.324
0.260

0.028
0.031
0.027
o .072
0.192
0.616
0.889

0.030
0.028
0.033
0.033
0.029
0.027
0.036
0.037
0.053
0.060
0.044
0 .035

0.271
0.559
0.227
0.318
0.283
2.486
0.764

0.206
0.251
0.276
0.304
0.272
0.262
0.243
0.334
0.238
0.258
0.348
0.226

0.946
1.574
0.840
1.957
0.508
2.939
1.906

0.032
0039
0.042
0.075
0.052
0.067
0.063
0.078
0.460
0.752
o . 450
0.254

0.284
o . 739
0.264
0.409
0.245
1.209
0.437

0.221
0.293
0.715
0.787
o . 487
0.629
0.408
o . 727
2.080
1 . 657
1.921
1.132

0.169
0.423
0.181
0.485
o . 616
2.359
1.193

0.549
0.769
o . 947
1.284
1.062
0.879
0860
1.709
2.361
2.085
2.214
1.290

O - 881
L302
0.872
1.342
2.001
2.912
1.182

0.929 1.059 0.806 2.602 0.411 1.331 1.398

1.145 1.300 1.223 2.450 0.575 1.605 1.454

1.153 1.070 0.286 2.885 0.587 2.070 1.390

controles sanos0 0.037 0.035 0.029 0.061 0.032 0.024 0.133

a: LecturadeELISA (OD,¿despuésde una incubacióndel substratode 3 horasa 3rnG. Gadacifra
representala mediade cuatrotests.

b: Lascifras ennegritaindicantestspositivos:Valoresmediosmayoreso igualesatresveceslamedia
decuatrocontrolessanos.Los valoresmenoresaestacifra (testsnegativos)seexpresanen notación
normal.

c: Valor mediode cuatrotestsusandotabacosano.

EVA—CAN

TEV-AF
TEV—TN

?epMoV—FL
EepMoV—M

I1~14 4 1 4



Y- CAPITULO QUINTO

Algunas propiedadesmolecularesdel componente“helper” del virus Y de la patata. Análisis

electroforético y cromatográfico

?~iI~ .4~44IE 4



1(1- INTRODUCCION

El carácterproteico y solubledel componente“helper” funcionalen transmisiónfué establecidopor

Govier et al., (1977) y por Pirone, (1977). Al analizarpreparacionessemipurificadasmediante

Gromatografíade Exclusión(SephadexG-200), la actividad ‘helper”, estimadaen experimentosde

transmisión,se encontróen eluidoscorrespondientesa pesosmolecularescomprendidosentre 100 y

300 kfla (Govier et al., 1977). En un análisisposteriormedianteGromatograflaLíquida de Alta

Presión(HPLG), Thomburyetal.. (1985)localizaronla actividad“helper” en eluldoscorrespondientes

a pesosmolecularesde 100a 150kDa,porlo quesugirieronque las moléculasdeproteínaactivaeran

dimerossolublesde la forma monomérica.

Se presentaun estudioelectroforéticoy cromatográficodel HG-Prodel virus Y de la patata(PV’?),

en el que seha apreciadola posibleexistenciade dostipos de interaccionesen los que intervendría

estaproteína.Tambiénsehacomprobadoel efectoquela presenciadediversosagentesquímicostiene

sobrela transmisiónviral mediadaporáfidos.

V.2- MATERIALESY METODOS

V.2.l- Aislados virales y purificación del HC-Pro

Los aisladosviralesempleados(PVY-0,PVY-0NAT, PVY-l y PVY-N) y supropagaciónsedescriben

en el punto 11.2.1. El HG-Pro del aisladoPVY-0 fué purificado de planta infectadasiguiendoel

métodode Thomburyet al., (1985),con algunasmodificaciones(punto IV.2.l).

55



1(2.2- Análisis por inmunoelectrotransferencia del HC-Pro en preparacionespurificadas y en

extractos de hoja

Preparacionesde HG-Pro purificado y extractosde plantas de tabaco infectadascon PVY seanalizaron

electroforéticainente en geles discontinuos de SDS-PAGE de gradiente (4,5% gel concentrador,

gradiente 5-15% gel separador) (Laemmli eL al., 1975), seguido de inmunoelectrotransferencia

(“Westemblot”) a membranasdenitrocelulosa(Towbina al., 1979),utilizandoel anticuerpoHG-Pab

(punto 11.2.6).

Los extractos de planta se prepararon macerando tejido de hoja fresca (1/10 p/v), en tampón de

Laemmli (Tris-GlH 0.62WpH 6.8. 1% 2-ME, 2% SDS), o en tampón Tris-GlI-1 0.625M pH 6.8. Los

extractosse clarificarona 50.000¡pm durante 1 hora en un rotor Ty 65 (Beckman)a 42C. Setomaron

alícuotasque seadicionaroncon SDS hastael 2% (y/y) y 2-ME hastael 1% (y/y), si estosagentesno

estabaya incluidosenel tampóndeextracción,y posteriormenteconglicerolhastael 10%.Finalmente

se calentarondurante5 mm a l00~G.

1(2.3- Análisis por FPLC del HC-Pro en preparacionespurificadas y en extractos de hoja

Las proteínas de muestras de HG-Pro purificado, así como las de extractos de planta de tabaco

infectado con PVY fueron separadaspor tamaños mediante FPLG (Fast PermeationLiquid

Ghromatography)usandouna columnaSuperose12 de Pharmacia.Se analizaronmuestrasde laopl

a unavelocidadde eluciónde 0.3mí/mm. Los pesosmolecularescorrespondientesa cadatiempode

elución se estimaroncomparándoloscon los tiempos de elución de proteínasde pesomolecular

conocido:catalasabovina, aldolasa,albumina de suerobovino y albúminadehuevo(Serva),conpesos

molecularesrespectivosde240, 160, 66 y 45 kDa respectivamente.Gomo tampón de eluciónseutilizó

TSM (Tris-sulfúrico 0.lM, 0.02M MgSO
4 pH 7.2). Las preparacionesde HG-Pro purificado se
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analizaronsin diluir. Las muestrasde extractosde planta infectadase prepararonmacerandotejido

frescode hoja (1/10p/v) enTSM, y clarificando el extractodurante1 horaa 50.000rpm en un rotor

TyóS.

La separaciónen tamañosde ambos tipos de muestra(HG-Pro purificado y extracto de planta

infectada)se realizó tambiénincorporandoun agentereductorde grupossulfidrilo en el tampónde

elución (TSM con ditiotreitol 0.OIM, DTfl. En estecaso,el extractodeplantase preparótambiénen

TSM con Dli? 0.OlM.

Los eluidos obtenidos en la cromatografía se analizaron por SOS-PAGE seguido de

inmunoelectrotransferencia(“Western blot”) utilizando el HG-Mab iAl 1 y un anticuerpode cabra

antiratón conjugado con peroxidasa(Sigma). La reacción se desarrolló por ECL siguiendolas

instruccionesdelfabricante(Amersham).Lasbandasobtenidasseanalizarondensitométricamentecon

ayudadel programaImageQuant(MolecularDinamics,SunnyvaleGA.).

V.L4- Transmisión por libios de virus con ayuda de preparacionesde HC-Pro tratadascon

diferentes agentesquímicos

La susceptibilidaddela actividadbiológicadel HG-Pma la presenciade diferentesagentesquímicos

se analizóen experimentosdetransmisiónporIfidos medianteadquisicionesa travésde membranas

y secuenciales.que se describenen el punto 11.2.5.

En los experimentosde transmisiónmedianteadquisicionesa travésde membranas,las soluciones

conteniendoHG-Pro y virus purificados, ambos de PVY-0, se mantuvierondurante 15 mm a

temperaturaambientecon diferentesagentes,a concentracionesdeterminadas,antesde dar accesoa

los Afidos a la solución.
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En las transmisionessecuenciales,la soluciónconteniendoHG-Propurificado de PVY-0 se mantuvo

con diferentesagentesquímicosdurante15 mm a temperaturaambienteantesde dar accesoa los

áfidos a la solución.

V.3- RESULTADOS

V.3.1- Análisis por inmunoelectrotransierenciadel HC-Pro en preparacionespurificadasy en

extractosde hoja

Al analizarmedianteSDS-PAGEseguidodeinmunoelectrotransferenciaextractosdeplantasde tabaco

infectadocon PVY, preparadoscondostamponesde extraccióndiferentes,la proteínaHG-Progeneró

dos patronesde bandasdistintos: Si en la preparacióndel extractoseutilizabaun tampónTris-GlH

y el SDS y el 2-ME eranadicionadosal extractoconposterioridad,aparecíanvariasbandascon pesos

molecularesdesde100 kDa hastamás de200 kDa queeranreconocidaspor anticuerposespecíficos

del HG-Pro,ademásde la bandade 50 kDa correspondientea la proteínamonomérica(Fig. lA>. Sin

embargo,si se utilizabacomotampónde extracciónel tampóndeLaemmli,sólo sedetectabala banda

de 50 kDa (Fig. iB). Siguiendoambosprocedimientosdeextracciónaparecían,junto a las bandasya

descritas,otras de pesosmolecularesmenoresde 50 kDa, queposiblementecorrespondena HG-Pro

degradado.

Se observóqueel HG-Prodel aisladoPVY-l generabaun patróndebandasespecificoy diferentedel

de los demásaisladosanalizados(Fig. lA).

En nuestraexperiencia,la inclusiónde 2-ME en el tampónde extraccióntuvo comoefectoel que la

proteínaHG-Prose detectaraen “Westemblot’ comounabandamayoritariade 50 kDa (Fig. 2). En

un procesode extracciónllevado a cabode forma paralelasin la presenciade esteagentereductor,
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diferentesbandasconpesosmolecularesdesde100 kfla hastamásde 200 kfla fuerondetectadaspor

anticuerposespecíficoscontrael HG-Pro en “Westernblot”, ademásde la bandade 50 kDa <Fig. 2).

La presenciaen cl tampónde extracciónde SDS o de Urea no evitabala apariciónde estasbandas

adicionales(Fig. 2).

Los resultadospermitenapreciarque la ausenciaenel tampóndeextraccióndel agentereductor2-ME

es la causade que en el análisispor “Westem blot” de extractosde planta infectada,anticuerpos

específicoscontrael HG-Pro reconozcanestasbandasproteicasadicionalescon pesosmoleculares

superioresa 50 kDa.

Porotro lado, las preparacionesde HG-Pro purificado analizadaspor “Westemblot” generaronuna

bandamayoritaria de 50 kDa (Fig. 3). Sin embargo,si se analizabauna mezcla 1:1 de HG-Pro

purificado y de extracto de planta sana(1/10 p/v, en tampónTris-OH 0.625M pH 6.8), incubada

durante10 mm a temperaturaambiente,sereproducíael patróndebandasmúltiplesde 100 KDa hasta

másde 200 kDa obtenido al analizartejido de tabacoinfectado,extraídoen ausenciade 2-ME (F¡g.

3). Estepatrónde bandasmúltiples no se obtuvocuandoseanalizóHG-Propurificadoincubadocon

extractodc tabacosanoelaboradoenpresenciadeagentesreductores,conovoalbúmina,con proteínas

de extractode bacteriaE. cdi, o conácidosnucleicostotalesde tabacosano.

V.3.2- Análisis por FPLC del HC-Pro en preparaciones purificadas y en extractos de hoja

En cl análisispor FPLG de preparacionesde HG-Pro de PVY-0 purificado la mayor partede esta

proteína eluyó, con relación a los marcadoresde tamaño, a tiempos que correspondena pesos

molecularesentre200 y 100 kDa, con un máximoa 200 kDa (Figs. 4 y 7).

Demodo similar, cuandoseanalizaronpor FPLGextractosdeplantasde tabacoinfectadocon PVY-0
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se observóque,tanto enpresenciacomoenausenciadcl agentereductorUIT, el máximo de elución

del HG-Pro sc situabaa tiemposcorrespondientesa unos200 kDa (Figs. 5 y 7). Sin embargo,el

análisis por SDS-PAGEy EGL de las alícuotasde cluidos mostróque, en ausenciade Dli? en los

tamponesdc extraccióny deelución,bandasde pesosmolecularesdesde100 KDa hastamásde 200

kDa, cranreconocidasporel HG-Mab lAI l,junto conla bandade50 kDacorrespondienteal HG-Pro

monomérico(Fig. 5B). Sorprendentemente,estas bandasno se distribuyeronentre las diferentes

alícuotasde eluidossegúnsuspesosmoleculares,lo quepodría indicarqueno representanagregados

proteicoscon existenciaprevia a la realizaciónde la cromatografía(Fig. SB).

Extractosdeplantainfectadacon PVY-0 NAT y PVY-l analizadospor FPLG utilizandoDli? dieron

asimismo un máximo de elucióndel HG-Pro a 200 kDa (F¡g. 6).

Los perfilesde elucióndel componente“helper” dePVY-0 en el análisispor FPLG depreparaciones

purificadas y de extractosde planta infectada,tanto en presenciacomo en ausenciade DTl’, se

elaborarona partir del análisisdensitométricode las bandasobtenidasporEGL, y semuestranen la

Fig. 7.

V.3S- Transmisión de virus por áridos con ayuda de preparacionesde HC-Pro tratadas con

diferentes agentes químicos

Preparacionesde HG-Propurificadoo combinacionesdevirus y de HG-Pmpurificadosfuerontratadas

con diveNos agentesquímicosa concentracionesdeterminadas(Tabla 1) antesde la realizaciónde

transmisionesmedianteadquisicionesa travésde membranaso secuenciales,respectivamente.Un

detergenteiónico y uno neutrofuerte(CTAB y Tritón X-100) impidieronla transmisiónen todoslos

casos,tanto en adquisicionesa travésde mebranascomosecuenciales.Encambio, tratamientoscon

un agentereductorde grupos sulfidrilo (2-ME), con dos agentesquelantesde metales(EDTA y
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EGIA), con un inhibidor dc serio proteasas(PMSF) o con un detergenteneutro (Tweeri 20), no

anularonla transmisiónviral. La transmisiónenpresenciadeurease anuló apartirde concentraciones

de 4M (Tabla 1).

V.4- DISCUSION

Gon nuestroestudiohemos queridocontribuir al conocimientode las propiedadesdel componente

“helper’ a nivel molecular. Para ello hemos estudiado el comportamientoelectroforético y

cromatográficode esta proteína en extractosobtenidospor trituración de material vegetal y en

preparacionespurificadas,tanto en presenciacomoen ausenciade agentesreductores.

Guandoextractosde plantasinfectadascon PVY o mezclasde preparacionesde HG-Pmpurificado y

extractosde plantasanason analizadospor “WestembloC’ con anticuerposespecíficosdel HG-Pro,

variasbandasproteicasde alto pesomolecular(de 100 amásde 200kfla), sonreconocidasporestos

anticuerpos,ademásde la de 50 kDa que correspondea la proteínaHG-Promonomérica.Esteefecto

del extractode planta sana sobreel HG-Pro no tiene lugar en presenciade agentesreductoresde

grupossulfidrilo (2-ME o DTT). En estecaso,elHG-Pmse detectaen ‘Westernblot’ comounabanda

de unos50 kDa. Estosdatosparecenindicar queun componentedel extractode planta produceuna

alteraciónenel HG-Pmquemodificasu comportamientoelectroforético.Estefenómenopodríano ser

exclusivo del HG-Pro: Recientementese ha publicadoque un factorde un extractode planta sana,

posiblementeunaenzimasoluble,provocaalteracionesenla movilidadelectroforéticade lasproteínas

de la cápsidade cienospotyvirus (Hassanet al., 1994).

Por otro lado, una vez el HG-Pm ha sido expuestoal extracto en ausenciadel agentereductor,

ulteriorestratamientosdesnaturalizantesde la muestracon 2-ME no evitan la presenciade las bandas

de 100 kDa hastamásde 200 kDa, indicandoque setrata de un efecto irreversible.
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El hechode que HG-Propurificadogenereestasbandasde alto pesomolecular(de 100 a másde 200

KDa) en SOS-PAGE,sólo si secombinacon extractode tabacosano,parecedescartarla posibilidad

dequesetratede precursoresdel procesamientode la poliproteinaviral, representandoposiblemente

agregadosde los que forma parteel HG-Pro.

Los áfidos,en sus insercionesde pruebaen planta,penetrancon su estiletey succionanel contenido

celular medianteun proceso de ingestión y regurgitación(Harris, 1977). Este contenido celular

adquiridopor el áfido podríano diferir cualitativamentede un preparadode extractodeplanta, con

lo que el HG-Pro duranteestas alimentacionespodría sufrir alteracionessimilares a las que se

produciríanenun extractodeplantay que,si afectarana su actividadbiológica,podríantenerrelación

con el tiempoqueel áfido permanecevirulífero.

Así, preparacionesdeextractodeplantainfectadaquesehan utilizadoentransmisionesdeadquisición

a travésde membranas,y quesonbásicamentesobrenadantesde unacentrifugacióna altavelocidad

de un extractode planta,pierdensu funcionalidadenpocashorasa 40(2(Sáoy Ogata,1980).En las

preparacionesde HG-Pm purificado, que incluyen una concentraciónde dicho sobrenadantepor

precipitacióncon PEO 6000y la presenciade Gl2Mg en los tamponesde purificación,la actividad

biológica permaneceduranteun períodode tiempo superiora tres días a 4(O (Govier et aL, 1977;

Thornbury et aL, 1985).Porotro lado, la pérdidade actividadbiológicade preparacionesde HG-Pro

purificado parecetener un carácterirreversible (Thombury et al., 1993). Estos datos sugierenla

posibilidad de que la proteína “helper” nativa y funcional, puedaestarsiendo modificadapor un

componentedel extractode planta.Podríaserque el efecto favorableque la inclusión de Mg 2* y la

elecciónde tamponesadecuadoshantenido en la puestaa puntode un protocolode purificación de

HG-Pm activo, tengasu baseen la neutralizacióno atenuamientode un procesoalterador.

El usode anticuerposespecíficoscontrael HG-Prode PVY (GapítuloIV). ha permitidovisualizarel
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perfil de elución de estaproteínaen FPLG. tanto de preparacionesde HG-Propurificadascomo de

extracto de planta infectada. El HG-Pro eluye a tiempos que correspondena pesosmoleculares

mayoresde los esperadosparaun proteínamonomérica(50 kDa), conun máximoalrededordelos 200

kDa, sugiriendola existenciade agregadosde HG-Pro en la forma de tetrámeroso de agregadosde

HG-Pro con otro factor de la muestra.Los resultadosestánen concordanciacon otros trabajosde

fraccionamientode preparacionesde HG-Propurificado(Govier et al., 1977; Thomburyet al., 1985),

que asignanactividad “helper” a formas con pesosmolecularesmayoresque los de la proteína

monomérica(150-100kDa). Estasposibles formas agregadasy solublespodríanencontrarseen la

célulao, alternativamente,la agregaciónpodríatenerlugardurantela preparacióndeextractovegetal.

Por otra parte, el perfil de elución del HG-Pm no se altera en presencia de un agentereductorde

grupossulfidrilo, indicandoque la agregaciónmencionadaesestableen su presencia.Sin embargo,

en el análisisen SDS-PAGEde las alícuotaeluidasde la FPLG, se obtieneunaúnicabandaHG-Pro

de 50 kfla, lo que indica que la interaccióndescritano resisteel tratamientodesnaturálizantedel

análisiselectroforético(Fig. 5(2).

Asimismo,el perfil deelucióndel HG-ProenFPLG deextractosdeplantasinfectadasconlos aislados

PVY-0 NATo PVY-l, en presenciade agentesreductores,es similar al del HG-Pmde PVY-0. Esto

sugierequelasmutacionesdeaminoácidosquepresentanlos componentes“helper” deambosaislados

(Capitulo III), que anulansu actividada nivel de transmisión,no afectanen cambio a la estabilidad

de los posiblesagregadosde HG-Pro detectadospor FPLG.

La proteínaHG-Pm expresadaen bacteriao en baculovirus(Tbombuiy et al., 1993) y la de los

mutantesde TVMV generadospor mutagénesisdirigida (Atreya et al., 1992a),no es funcional en

transmisión.Sin embargo,plantastransgénicasque expresanlos tres primeroscistronesdel genoma

potyviral, sí producenHG-Pro activo (Bergeret al., 1989). Seríainteresanteanalizarlos perfiles de
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elución por FPLG de estasproteínasparaobtenerinformación sobresus posiblesconformaciones

cuatemanas.

Al analizarel efecto que diferentesagentestienen sobrela transmisión,seobservaque la presencia

de agentesreductoresde grupossulfidrilo no anulala transmisibilidadviral, en nuestrascondiciones

de trabajo.Lo mismoocurrecon agentesquelantesde metales(EDTA. EQTA). Estoúltimo ya fué

descrito (Govier y Kassanis,1974a).

La proteínaHG-ProdePVY contieneunastrececisteffias.El estadoreducidodesusgrupossulfidrilo,

al menos el de aquellosaccesiblesal 2-ME, no parece afectar a la función de transmisión.Es

interesantedestacarel contrasteentreel hecho de que agentesreductoresy agentesquelantesde

metalesno anulenla transmisibilidadviral y la propuestade queel agrupamientode cisteinasde la

regiónaminodel HG-Pro,queseha sugeridointervieneenla transmisión(Atreyaetal., 1992a;Atreya

y Pirone,1993),formaun motivo dededosde zinc “zine-finger” (Robagliaetal., 1989).La estructura

de estemotivo deberíasersensiblea dichos agentes.Una posibleexplicaciónseríala de que este

dominio no fueseaccesibleaestosagentesen lascondicionesexperimentales.Menossorprendentees

el hechode quedetergentesiónicos o Urea4M anulenla transmisión.El datode queel HG pierdesu

actividadbiológicasi se tratacon Urea4M ha sido tambiénobtenidoporThomburyet al., (1993).

A la luz de los datosobtenidosen estetrabajo,un modelohipotético de proteínaHG-Pro funcional

podríaserel de una estructuratetraméricasolubleunida por interaccioneslónicas,resistentea la

presenciade agentesreductoresde grupossulfidrilo, perono a la del tratamientodesnaturalizantede

un análisispor SDS-PAGE.La proteínaHG-Pro podríaseralteradaporun componentedel extracto

deplanta,dandolugara un patrónelectroforéticocaracterístico.Estaalteración,evitablesi enel medio

hayun agentereductor,seríaineversible.Gomola presenciadeagentesreductoresdegrupossulfidrilo

impide la alteraciónmencionada,podríanestarimplicadosrestosde cisteinasen la misma.
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Fig. 1 lnmunoelectrotransferencia(“Westem bloC’) de extractos de plantas infectadascon PVY

analizadosen SDS-PAGE(gelesde gradientedel5 al 15%), utilizandoel anticuerpoHG-Pab.hojade

tabacoanalizadosen gelesde gradientedel 5 al 15%, utilizando el anticuerpoHG-Pab.A: Extracto

elaboradoen tampónTris-OH 0.625M pH 6.8 (lineas 1 a 5), con adición posteriorde 2-ME. B:

Extractoelaboradoen tampónLaemmli (lineas6 a 10). Se analizaronextractosde plantasinfectadas

con los aisladosPVY-0 (lIneas 1 y 6), PVY-O NAT (lineas2 y 7) y PVY-l (dos plantasdistintas,

lineas3 y 8,4 y 9) y PVY-N (lIneas5 y 10).

Fig. 2 Irununoeleetrotransferencia(“Westemblot’) de extractosde plantasde tabacoinfectado con

PVY-0, analizadosen SDS-PAGE(gelesde gradientedel5 al 15%),utilizandoel anticuerpoHG-Pab.

Línea1, extractopreparadoen tampónTris-CHO.625M,pH 6.8 (TE). Línea2 extractopreparadoen

tampónde Laemmli. Línea3, extractohechoen TE con SDS al 5%. Línea 4, extractohechoen TE

con 2-ME al 1%. Línea5, extracto hecho en TE con Urea 8M.

Fig. 3. Inmunoelectrotransferencia (“Westem blot”) de preparaciones de HG-Pro purificado de PVY-0

analizadas en SDS-PAGE(geles de gradiente 5-15%), utilizando el anticuerpo HG-Pab. Línea 1,

extractode tabacosano.Línea2, HG-Propurificadoincubadoconextractode tabacosano.Línea 3,

HG-Pro purificado.

Fig. 4 A: Perfilesde eluciónen FPLG (o1>~~) de las proteínaspresentesen unapreparaciónde HG-

Propurificadode PVY-0 (azul). En negrosemuestrael perfil de elucióndelos marcadoresde peso

molecular. B: Análisis por inmunoelectrotransferencia(“Westem bloC’) de las alícuotaseluidas,

reveladopor ECL utilizando el HG-Mab IAl 1. C: análisis densitométrico(Molecular Dinamics,

ImageQuant)de las bandasde HG-Pro detectadasporEGL.

Fig. 5 A: Perfiles de elución en FPLC (OD~.J de las proteínas presentes en un extracto de tabaco

infectadocon PVY-0. Líneaverde,tampónde extraccióny eluciónTSM. Líneanaranja,tampónde



extraccióny eluciónTSM con DTl’. En negrose muestrael perfil de eluciónde los marcadoresde

pesomolecular.El análisispor inmunoelectrotransferencia(“Westernblot”) de las alícuotaseluidas,

reveladopor EGL utilizando el HG-Mab lAl 1, muestrael patrónde bandasHG-Pm obtenido al

analizarun extractoen ausenciade IYTT (B) o en presenciade DYP (C).

Fig. 6 Patrónde bandasHG-Proobtenidoal analizarporinmunoelectrotransferencia(“Westemblot’),

reveladaporECL utilizandoel HG-Mab iAl líasalícuotaseluidasde unaFPLGde extractodeplanta

infectadacon PVY-0 NAT o con PVY-l, preparadoen presenciade DTT.

Fig. 7 Perfiles de elución del HG-Pro generadosmedianteel análisis densitométrico(Molecular

Dinamics,ImageQuant)de las bandasHG-Prodetectadaspor ECL. A: Perfil de elucióndel HG-Pro

de PVY-0 purificado. B: Perfil de elución del HG-Pro de extracto de tabacoinfectadocon PVY-0

preparadoy eluldo en ausenciade Dli?. C: Perfil de elución del HG-Pro de extracto de tabaco

infectadoconPVY-O preparadoy eluldo en ausenciadeDli’, analizandoúnicamentela bandade 50

kDa. D: Perfil de elucióndel HG-Pro de extractode tabacoinfectadocon PVY-0preparadoy eluido

en ausenciade DTT, analizandoúnicamentelas bandasde pesomolecularmayoro igual a 100 kDa.

E: Perfil de elución del HG-Pm de extractode tabacoinfectadocon PVY-0 preparadoy eluldo en

presenciade Dli?. *: Se representaparacadaalicuoaeluida el porcentajede proteínaHG-Pro que

contienerespectoa la alícuotaque dió el valor máximo, a la que se asignaarbitrariamenteel valor

100%.
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Tabla 1. Transmisión por áfidos de PVY-O NAT con ayuda de preparaciones de HC-Pro tratadas

con diferentes agentes químicos. Efecto de diversos agentes sobre la transmisión viral

Experimentos de transmisión

Adquisición a

través de membranas

Tritón x—100 2?

Tween 20 50

CTAB 0.1.

EDTA 0.OSM

ESTA 0.05tA

UREA 2=4

4=4

6=4

0. 05M

2%

6/6

0/6

4/4

4/4

0/4

0/4

4/4

6/6
4/4

Secuenciales W

0/4 0/4 <**)

4/4 3/4

0/6 0/6 0/6

4/4

0/4

4/4

6/6 6/6 4/4
4/4

4/4 3/4

5/10 2/4

4/4

0/4 0/4

0/4

3/5

3/4
4/4

4/4

4/4 4/4 4/4

planta,la transmisión*: En los experimentosde transmisióncontrolde planta a

fué negativaen todos los casos.

**: Los resultadosse expresancomoel númerode plantasinfectadassobreel totalde plantasutilizadas

en cadaexperimento.Se utilizarondiez áfidos por planta.

PMSF

2-ME

11 ..ll. .



VI- CONCLUSIONES



El estudiode la transmisiónde virus del GéneroPotyvirus por áfidos, y del factorde transmsióno

componente‘helper” nos ha permitido llegar a las siguientesconclusiones:

1.- La transmisibilidadpor áfidosdc cuatroaisladosdel virus Y de la patata(aisladosPVY-0, PVY-O

NAT, PVY- 1 y PVY-N), hasido estudiadaen experimentosdetransmisiónde plantainfectadaa planta

sana.Los aisladosPVY-0 y PVY-N han sido caracterizadoscomotransmisiblesy los aisladosPVY-O

NAT y PVY-1 como no transmisibles.

2.- Las proteínasde la cápsidaviral de los aisladosPVY-0 NAT y PVY-l son funcionalesen la

transmisiónde estosvirus por áfidos, y en el caso del aisladoPVY-0 NAT, su componente“helper”

no es funcional en transmisión,segúnse hademostradoen experimentosde adquisicióna travésde

membranasy secuenciales.

3.- El componente“helper” del aisladoPVY-0 NAT presentóun comportamientoelectrofor&ico

similar al que presentaronlos componentes“helper’ de los aisladostransmisiblesPVY-0 y PVY-N,

y como éstos,pudo serpurificado. En contraste,el componente“helper” del aisladoPVY-l no pudo

ser purificado siguiendoel protocolo habitual,pesea que su presenciaen plantafué confirmada.

Mostró ademásun comportamientoelectroforéticodiferente del que presentaronlos componentes

“helper” de los otros tres aisladosde PVY analizados.

4.- Se han determinadolas secuenciasnucleotídicasde la región del ARN viral que codifica el

componente“helper’ de tresaisladosespañolesdel virus Y de la patata.La secuenciadedicharegión

esde 1368nucícótidosquecodifican456aminoácidos.Sehan identificadoochoaminoácidoscomunes

y exclusivos de estos tres aisladoscuando se compararoncon otras secuenciasconocidasde

componentes“helper” de PVY. La homologíade secuenciaa nivel de aminoácidosfué elevadacon

otros aisladosde PVY siendomáximacon el virus (2de la patataPVG, un 97%,y mínima con un
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aisladohúngaro PVY-H, un 89,9%. La homologíaconotros potyviruscomparadosfué de alrededor

dcl 50%.

5.- La secuenciadel gen del componente“helper” del aisladoPVY-0 NAT se diferenciade la de

aisladoPVY-0 en dos nucícótidos,quese traducenen unaúnicadiferenciaaminoacídica.Se propone

que la falta de actividadbiológica del componente‘helper” del aisladoPVY-0 NAT tiene su origen

en estasustituciónpuntual.

6.- La secuenciadel gendel componente helper” del aisladoPVY-l se diferenciade la del aislado

PVY-0 en dos nucleótidos,que se traducenen dos diferenciasaminoacidicas.Se proponeque las

propiedadesdiferencialesdel componente“helper’ del aisladoPVY-l estáncausadaspor una o por

ambassustituciones.

7.- Dentrode la región ricaencisteinasdel extremoamino dela proteína“helper’, los aisladosPVY-0

NAT y PVY- 1 presentaronmutacionesenposicionesestrictamenteconservadasen todoslos potyvirus

transmisiblespor áfidos comparados.Estos datos apoyanla propuestade que esta región rica en

cisteinasestá implicadaen el procesode transmisiónde virus por áf¡dos.

8.- Se hanproducidodiezanticuerposmonoclonalesy un anticuerpopoliclonalcontrael componente

“helper” del virus Y dela patata.Todoslos anticuerposreconocieronel componente‘helper” de PVY

en ensayosde ELISA Indirecto y ELISA DASI. Siete de los monoclonalesasícomo el anticuerpo

policlonal reconocieron además al componente “helper” de PVY en análisis por

inmunoelectrotransferencia(“Western bloC’).

9.- Estosanticuerposmonoclonalesy el policlonalcontraunaproteínaviral no estructural,posibilitan

la deteccióndeinfecciónpor potyvirusen plantay su diferenciación.Ningún anticuerporeconocióel
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componente‘helper” del virus del grabadodel tabaco,del virus A de la patata o del virus de la

Sharka.Hl anticuerpomonoclonal IAl] y el anticuerpopoliclonal reconocieronlos componentes

“helper de 22 aisladosde PVY analizadosy de un aislado del virus del moteadodel pimiento.El

anticuerpomonoclonalSEI diferencia a los aisladosde los gruposPVY0 y PVYC de los del grupo

PVYN. Otros anticuerposmonoclonalespudieronserutilizadosparaformarsubgruposde aisladosde

pvy~

10.- Al estudiarcomparativamenteextractos de tabaco infectado con PVY, clarificados por

centrifugacióna alta o a baja velocidad,se obtuvieron valoresde absorvanciasimilares,tanto en

ELISA Indirecto comoen ELISA DAS. Se sugierequeel componente“helper’ insolublequepueda

estarformandopartede inclusionesamorfas,no contribuyea laslecturasde ELISA obtenidas.

11.- La exposiciónde componente“helper” a extractodeplanta en ausenciade agentesreductoresde

grupossulfidrilo provocaque,en análisispor inxnunoelectrotransferencia,anticuerposespecíficosdel

componente“helper’ reconozcanvariasbandasproteicasconpesosmolecularessuperioresa 100 kDa,

ademásde la bandade 50 kDa correspondienteal componente“helper” monomé¡ico.Se sugiereque

estasbandasson inducidascomo consecuenciade una alteracióndel componente‘helper’ por un

componentedel extractode planta.

12.- El componente“helper” eluye a tiempos correspondientesa pesosmolecularesmayoresdel

esperadopara una forma monomérica,con un máximo de elución sobre los 200 kDa, cuando

preparacionespurificadaso extractosdeplantainfectadase analizanporFPLG.Sesugierela existencia

de una agregaciónentreproteínasmonoméricaso con otro factor de la muestra.Se proponeque el

componente helper” soluble de estaspreparacionesse encuentraríamayoritariamenteen forma de

tetrameros.
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13.-Loscomponentes‘helper” de los aisladosPVY-0. PVY-0NAT yPVY-] eluyenmayoritariamente

a tiemposcorrespondientesa pesosmolecularesde 200 kDa, cuandose analizanporFPLG extractos

de tabacoinfectadopreparadosen presenciade un agentereductorde grupossulfidrilo. Estehecho

indicadaque la agregaciónsugeridaesresistentea la presenciade dicho agentereductor,aunqueno

al tratamientodesnaturalizantequeconlíevaun análisisporSOS-PAGE,asícomoquelos componentes

‘helper defectuososde los aisladosno transmisiblesmantienenla capacidadde formaragregados.
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