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RESUMEN

Los futuros desarrollos en biologia sintética de plantas requeriran que previamente se
haya definido una serie de elementos genéticos capaces de desarrollar funciones precisas y
especificas en las células donde se expresan. Recientemente, el grupo de investigacion
Biotecnologia de Virus de Plantas (IBMCP, CSIC-Universitat Politécnica de Valéncia) ha
desarrollado circuitos genéticos capaces de realizar operaciones l6gicas basicas (YES, ORy
AND) en plantas, cuya sefial de salida es la acumulacién de pigmentos enddgenos visibles a
simple vista y cuantificables espectrofotométricamente. Estos circuitos se basan en la
actividad del factor de transcripcion Roseal de Antirrhinum majus que induce la produccion
de antocianinas. Cuando este factor de transcripcion se fusiona a un fragmento amino terminal
de la RNA polimerasa NlIb del virus del mosaico de la sandia es inactivo. Sin embargo, cuando
entre estos dos elementos se interpone la diana de reconocimiento de la proteasa Nla
(NlaPro) de un potyvirus y se coexpresa esta proteasa altamente especifica en el tejido de la
planta, su actividad libera al factor de transcripciébn con la consiguiente acumulacion de
antocianinas.

En este trabajo, utilizando el circuito sintético YES de acumulacién de antocianinas
desencadenado por la expresion de NlaPro, se ha analizado la eficiencia de las proteasas de
una serie de especies distintas de potyvirus pertenecientes a distintos clados en su arbol
filogenético. Con ello se ha pretendido aumentar el nimero de proteasas especificas
disponibles para futuros desarrollos de biologia sintética. Para ello se clonaron los cDNAs de
las NlaPro de diez potyvirus y, mediante expresion transitoria en Nicotiana benthamiana
mediada por Agrobacterium tumefaciens, se enfrentaron a sus dianas peptidicas incluidas en
diferentes versiones de la puerta YES. La eficiencia del procesamiento de cada proteasa se
determiné cuantificando la acumulaciébn de antocianinas en el tejido infiltrado de N.
benthamiana. Los resultados mostraron que las NlaPro del virus del grabado del tabaco, virus
del mosaico del nabo y virus de la viruela del ciruelo son muy eficientes en el reconocimiento
de su diana especifica. Por contra, las NlaPro del virus del moteado de las venas del tabaco
(TVMV), virus del mosaico de la soja y virus del enanismo amarillo de la cebolla son poco
eficientes e incapaces de activar una acumulacion substancial de antocianinas. Sin embargo,
como se demuestra en el caso del TVMV, esta baja eficiencia se puede contrarrestar
multiplicando el nimero de dianas en la construccion reportera YES. En el caso de las dianas
del virus del mosaico del Hordeum (HoMV), virus del moteado de las venas del pimiento, virus
del mosaico de la lechuga y virus Y de la patata se observé que el fragmento de NIb no era
capaz de inhibir la actividad de Roseal. No obstante, este problema también puede ser
solucionado aumentando el tamafio del fragmento inhibitorio de 100 a 200 aminoé&cidos, como
se muestra en el caso del HOMV. En conclusion, esta investigacion ha permitido aumentar el
namero de proteasas especificas disponible para desarrollos de biologia sintética en plantas
y ha marcado algunas lineas de actuacion para incorporar otras menos eficientes.
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ABSTRACT

Future research in plant synthetic biology will require definitions of new elements able to
develop precise and specific functions in cells. Recently, the research group Plant Viruses
Biotechnology (IBMCP, CSIC-Universitat Politecnica de Valéncia) has developed different
genetic circuits capable of performing basic logic operations (YES, OR and AND) in plants.
The output signal of these circuits is the accumulation of plant endogenous pigments, which
are visible to the naked eye and are also spectrophotometrically quantifiable. These circuits
are based on the activity of the Antirrhinum majus transcription factor Roseal that induces
anthocyanins production. When this transcription factor is fused with an amino terminal
fragment of the watermelon mosaic virus RNA polymerase (NIb) is inactive. However, when
between these elements the potyvirus Nla protease (NlaPro) recognition site is interposed,
and this highly specific protease is coexpressed in the plant tissue, the proteolytic activity
produces the release of the transcription factor, which triggers the anthocyanin accumulation.

In this work, using the YES anthocyanin accumulation synthetic circuit triggered by the
expression of NlaPro, we have analized the efficiency of potyvirus proteases that belong to
different clades of the potiviral phylogenetic tree. With this, we want to increase the number of
specific proteases available for future developments in synthetic biology. To this end, we have
cloned the NlaPro cDNAs of ten potyviruses and, by transient expression in Nicotiana
benthamiana mediated by Agrobacterium tumefaciens, they faced their peptide targets
included in different versions of the YES gate. The processing efficiency of each protease was
determined by quantifying anthocyanin accumulation in the infiltrated tissue of N. benthamiana.
The results showed that the NlaPro of tobacco etch virus, turnip mosaic virus, and plum pox
virus are very efficient in the recognition of their specific target. On the other hand, the NlaPro
of tobacco vein mottling virus (TVMV), soybean mosaic virus and onion yellow dwarf virus are
not as efficient as the above mentioned and unable of activating a substantial accumulation of
anthocyanins. However, as shown in the case of TVMV, this low efficiency can be counteracted
by multiplying the number of recognition sites in the YES reporter construction. In the case of
Hordeum mosaic virus (HoOMV) recognition sites, pepper veinal mottle virus, lettuce mosaic
virus and potato virus Y, it was observed that the NIb fragment was not able to inhibit the
activity of Roseal. However, this problem can also be addressed by increasing the size of the
inhibitory fragment from 100 to 200 aminoacids, as shown in the case of HoMV. In conclusion,
this research has allowed to increase the number of specific proteases available for synthetic
biology developments in plants and has marked some lines of action to incorporate other less
efficient ones.
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HoMV: virus del mosaico del Hordeum.

TVMV: virus del moteado de las venas del tabaco.
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PVY: virus Y de la patata.

PPV: virus de la viruela del ciruelo.
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TEV: el virus del grabado del tabaco.
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1. INTRODUCCION

1.1 La biologia sintética

La biologia sintética es un campo multidisciplinar emergente que aplica conceptos basicos de
la ingenieria a la biologia molecular y a la ingenieria genética. Asi pues, se basa en el disefio
y la construccién de nuevas piezas, dispositivos y sistemas bioldgicos. No obstante, también
se basa en redisefar sistemas biologicos existentes (Arkin, 2008). Para muchos bibdlogos, esto
implica la reprogramacion de los sistemas a nivel de ADN, mientras que, para otros grupos de
investigacion, ademas, debe resolver uno o varios problemas y tener un fin comercial (Cook
et al., 2014). La biologia sintética adopta los principios ingenieriles en los que se baso la
informatica para desarrollarse en el siglo XX y evolucionar hasta lo que es hoy en dia. Estos
principios son la modularidad, la abstraccion de una funcion y la estandarizaciéon, que, en el
caso de la biologia sintética, sera la estandarizacion de los elementos genéticos (Gardner y
Hawkins, 2013). La aplicacién de estos principios a un sistema biolégico, tiene como principal
objetivo hacerlos mas practicos y predecibles, permitiendo un mayor acercamiento de éstos a
la sociedad (Cook et al., 2014).

Con el éxito que ha tenido a informatica siguiendo estos preceptos, la biologia sintética
pretende basarse en ellos y utilizar la biologia molecular como el software para escribir
instrucciones en el ADN. Sin embargo, todo software necesita un hardware. En el caso de la
biologia sintética, el hardware podria asimilarse a lo que se llama ‘chasis’, esto es, las diversas
posibilidades de organismos biolégicos donde llevar a cabo las instrucciones dadas en el
ADN. Dependiendo del objetivo del investigador, escogera un sistema bioldgico o ‘chasis’ u
otro (Leonard et al., 2008).

Escherichia coli ha sido el ‘chasis’ mayormente utilizado por la comunidad cientifica por
diferentes razones, relacionadas con la facilidad de cultivo y el coste (Wendisch, 2014),
motivos por los cuales las plantas no han progresado tanto. Otro ‘chasis’ importante han sido
las levaduras donde se han disefiado construcciones genéticas basandose en puertas ldgicas
YES, NOT y AND (funciones booleanas), via integracion de ADN en el genoma. La puerta
YES produce un output en funcién de un Unico input. Esta puerta suele utilizarse para convertir
sustancias quimicas en factores de transcripcion o pequefios ARN que llevan a cabo su accién
en otras construcciones. Las puertas NOT, producen el output en ausencia del input mientras

que las puertas AND necesitan dos inputs para producir un output (Marchisio, 2014).

Debido a que la biologia sintética ha utilizado mayoritariamente ‘chasis’ microbioldgicos, la
biologia sintética de plantas tiene un gran camino por recorrer. De hecho, la diversidad de
herramientas para trabajar desde un punto de vista ingenieril con las plantas, es casi

inexistente en relacién con la cantidad de herramientas para trabajar con microorganismos.
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Ademas, las plantas tienen otras caracteristicas que dificultan que las herramientas que se
utilicen para una especie se utilicen también para otras, como son las diferencias en fisiologia,
metabolismo, ciclos de vida y nichos medioambientales. Es por ello, que el principal objetivo
de la comunidad cientifica que utiliza las plantas como ‘chasis’ es seguir construyendo
herramientas robustas y Utiles que permitan su uso en diferentes especies (Shih y Liang,
2016).

No hay duda de que la biologia sintética es y sera un recurso muy importante en la caja de
herramientas del bi6logo de plantas para afrontar los retos actuales y futuros, tales como la
seguridad alimentaria, la energia, la obtencién de sustancias de interés y el desarrollo de
alternativas a la explotacion de los recursos naturales limitados (Cook et al., 2014). Ademas,
cabe decir que las plantas pueden ser el paso intermedio entre los estudios a nivel
microbioldgico y los basados en animales, puesto que tienen un menor componente ético que
estos ultimos y sin embargo son sistemas eucarioticos pluricelulares complejos. Esto es muy
Gtil desde el punto de vista de la produccién de sustancias en plantas, ya no solo por el motivo
mencionado sino por su facilidad de cultivo y bajo coste en relacién con los cultivos de células
de animales (Mett et al., 2008).

El estudio de las estrategias y de las interacciones de las plantas con los posibles causantes
de diversos estreses, ya sean de tipo bidtico o abiético, aumentara el conocimiento y los
recursos del bidlogo. Los resultados de estos estudios podran ser aplicados a una gran
cantidad de organismos, aumentando asi la caja de herramientas de la comunidad cientifica
(Liu y Stewart, 2015).

1.2 Virus de plantas

Los estreses bidticos en las plantas son causados por diferentes tipos de agentes. Uno de los
mas importantes en cuanto a diversidad y niamero, son los virus (Garcia-Arenal y Fraile, 2005).
Los inicios de la virologia vegetal datan de finales del siglo XIX. En 1886, Adolph Mayer, un
guimico y agronomo aleman, publicé el primer articulo relacionado con los virus de plantas.
Este articulo llevaba como titulo ‘Enfermedad del mosaico del tabaco’ y fue el primer estudio
donde se nombraban y explicaban todos los sintomas de la enfermedad con detalle. Mayer,
postuld que el agente que causaba la enfermedad se podia transmitir mecanicamente a otras
plantas a partir de extractos de plantas infectadas. En la misma época, un investigador ruso
llamado Dmitrii lvanovski, descubrid que el agente causante de la enfermedad era tan
pequefio que era capaz de atravesar los filtros de porcelana, siendo las bacterias incapaces
de atravesarlo. Asi, en 1892 determiné que el agente causante de la enfermedad del mosaico
del tabaco debia de ser causada por algun tipo de toxina bacteriana desconocida (Gergerich

y Dolja, 2006). A pesar de estos importantes hallazgos, hasta 1898 no se considera la fecha



del descubrimiento del primer virus de plantas, el virus del mosaico del tabaco (TMV), por el
microbidlogo holandés Martinus Willem Beijerinck. Este, utilizando filtros mucho mas finos que
los utilizados por Ivanovski, propuso por primera vez que el causante de la enfermedad era
un ‘virus’, un agente que era mucho mas pequefio que cualquier bacteria. Ademas, son suyas
frases tan conocidas como ‘contagium vivum fluidum’ en referencia al TMV, que significa que
es un agente contagioso capaz de difundir a través del agar y que es filtrable, a diferencia de
otros organismos como las bacterias que son ‘contagium vivum fixum’, que no difunden a

través del agar, permanecen fijas en él, y no son filtrables (Scholthof, 2004).

A partir de este hallazgo, se han encontrado un gran nimero de virus en plantas, animales,
hongos y bacterias. Su importancia reside en su particularidad, debido a que son patégenos
no celulares y capaces de autoensamblarse a partir de la fabricacion de sus componentes
estructurales. De modo genérico, se trata de parasitos obligatorios que no pueden ser
cultivados en ningin medio de cultivo (Gergerich y Dolja, 2006). Poseen dos partes bien
diferenciadas, el genoma y la cépside. Algunos virus tienen de manera adicional una
membrana externa lipoproteica. Dependiendo del tipo de acidos nucleicos que conformen el
genoma, los virus de plantas perteneceran a una categoria u otra (Gergerich y Dolja, 2006;
Kareem, 2015):

e Virus de cadenadoble de ADN (ADNcd). Estos virus necesitan un intermediario de ARN,
ya que son virus de ADN retrotranscritos. Muy pocos virus tienen este tipo de genoma. Un
ejemplo de este tipo de virus son los de la familia Caulimoviridae, normalmente
transmitidos por &fidos.

e Virus de cadena simple de ADN (ADNcs). Son virus que necesitan convertirse
primeramente en un ADNdc para que se inicie su replicacion. Un ejemplo de estos virus
son los de la familia Geminiviridae, responsables de una cantidad importante de dafios en
las cosechas de alrededor del mundo.

e Virus de cadena doble de ARN (ARNcd). Un ejemplo de estos virus son los de la familia
Reoviridae que es la mas numerosa y sus viriones no presentan envoltura, o la
Partitiviridae.

e Virus de cadena simple de ARN en sentido positivo (ARNcs +). Son virus que tienen
ARN con polaridad positiva, es decir, pueden ser traducidos inmediatamente en el
huésped. En este grupo se encuentran la mayoria de virus de plantas. Un ejemplo de
estos virus son los de la familia Potyviridae, o de la familia Tobamoviridae, familia a la que
pertenece el TMV nombrado arriba.



e Virus de cadena simple de ARN en sentido negativo (ARNcs -). Son virus que tienen
ARN con polaridad negativa. Es decir, deben de convertirse a ARN de polaridad positiva
mediante una ARN polimerasa antes de ser traducido, ya que un ARN de polaridad
negativa no es infeccioso por si solo. Un ejemplo de estos son de la familia Rhabdoviridae,

transmitido por afidos y otros insectos, o Bunyaviridae, transmitido por trips.

La razén principal por la que se estudian los virus de plantas es debido al descenso en la
produccion que causan cuando un cultivo se ve afectado por ellos. Siempre se ha pensado
que los cultivos que se ven mas afectados son los mas comunes, y aunque en términos
absolutos es asi, hay virus que afectan a plantas ornamentales, como el virus del mosaico del
tulipan. En los cultivos de tulipanes de Holanda, la presencia de este virus hace que se pierdan
9 millones de euros anualmente (van der Vlugt et al., 2006). Muchas veces, la transmisién no
solo se da de manera mecanica, si no también puede darse mediante vectores. Estos vectores
son generalmente insectos, asi pues, el control de las infecciones masivas causadas por virus
pasa por el control de la expansién de sus vectores. Hay veces que, por motivos de
localizacién geografica, en una zona determinada existe el virus, pero no su vector o
viceversa; es por ello que son muy importantes el control y el trafico de plantas y semillas de
un lugar geografico a otro, ya que las consecuencias de unas malas practicas pueden suponer
un descenso de la produccién, con las consecuencias econémicas y sociales que esto puede
ocasionar (Garcia-Arenal y Fraile, 2005).

Debido a que la dispersion y el descontrol de los virus puede suponer problemas muy
importantes de diversa indole, se debe de trabajar en el desarrollo de nuevas e innovadoras
medidas de control de estos agentes (Kang et al., 2005). Tradicionalmente, como métodos de
control se usaban métodos de mejora clasica, que requerian una gran cantidad de tiempo
para no siempre encontrar la solucion deseada. Ademas, se utilizaban otras técnicas mas
bésicas cuyo objetivo era la disminucion de fuentes del inéculo, basadas en la rotaciéon de
cultivo, la cuarentena y en el uso de materiales certificados sin virus. Hoy en dia, una de las
medidas de control mas prometedoras es el uso de técnicas de ingenieria genética y biologia
molecular. Su objetivo es insertar secuencias que codifiquen proteinas que generen
resistencia a dicho virus en la planta, o editar su genoma para hacerlas resistentes. Estas
secuencias suelen provenir de proteinas de la capside de los virus o0 ARNs de polaridad
negativa o antisentido. Cabe destacar que los genes que codifican la resistencia de virus
suelen ser monogénicos y dominantes en el 54% de los casos, cosa que facilita el trabajo del
mejorador. Sin embargo, hay ocasiones que la resistencia es superable por diversas razas
fisioldgicas de los virus. Es por ello que un tema central de investigacion es entender la
durabilidad de la resistencia y su manejabilidad (Garcia-Arenal y Fraile, 2005). Debido a la

cantidad de controles, permisos y problemas éticos que suponen las plantas modificadas
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genéticamente, hoy en dia se utiliza una mezcla de técnicas clasicas con técnicas

biotecnoldgicas, generalmente basadas en el uso de marcadores moleculares.

Hoy en dia, no solo es importante conseguir plantas resistentes a enfermedades si no que del
estudio de las interacciones entre los virus y las plantas han surgido nuevos objetivos, como
encontrar nuevos recursos Utiles para la biomedicina y la biotecnologia. En este &mbito la
biologia sintética tiene aun mucho que aportar, y es que puede permitir al investigador
aumentar su caja de herramientas moleculares, aplicables en diversos campos de estudio. Un
ejemplo de esto es como las infecciones virales pueden aportar conocimiento sobre la
nanotecnologia. Como se ha explicado antes, los virus son capaces de autoreplicarse,
acumulando altos niveles de sus componentes estructurales en la célula infectada. Esta
capacidad ha sido aprovechada para permitir la generacion intracelular de componentes
estructurales de los virus, sin acidos nucleicos, las llamadas particulas ‘virus-like' (VLPS).
Estas particulas se producen en grandes cantidades por la planta pudiendo ser utilizadas en
muchas direcciones, como, por ejemplo, en la encapsulacion de diferentes sustancias
(Cuenca et al., 2016). Otras vias nuevas de estudio son el uso de las plantas como

biofactorias, pudiéndose utilizar para obtener vacunas para animales y humanos.

1.3 Potyvirus

Los potyvirus pertenecen a la familia Potiviridae, y comprenden un grupo muy importante de
virus, desde un punto de vista biolégico, econémico y de agricultura. Fueron descubiertos a
finales de la década de 1920, por Kenneth Smith, que estaba estudiando los virus de la patata
en Reino Unido. Al primero que descubrid, lo nombro virus Y de la patata (PVY). Tras ver que
muchos otros tenian propiedades similares al PVY, en 1971 les llamé Potyvirus, nombre fruto
de un acrénimo con el nombre del virus PVY (Gibbs y Ohshima, 2010).

Se encuentran tanto en variedades cultivadas como en variedades silvestres. No obstante, el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus ha reconocido a la familia Potiviridae como la
segunda familia mas numerosa de virus que afectan a plantas cultivadas después de la familia
Geminiviridae (lvanov et al, 2014). Una caracteristica compartida por todos los potyvirus es la
induccién de cuerpos de inclusién en forma de espiral en el citoplasma de las células
infectadas. Estos cuerpos de inclusion son formados por una proteina viral que es considerada
como la causante del rasgo fenotipico diferencial mas importante para asignar que un virus
es del grupo de los potyvirus. Los viriones son de morfologia flexuosa y con forma alargada,
cuya longitud va desde los 680 a los 900 nm y de los 11 a los 15 nm de ancho, rodeados de
una sola proteina estructural formada por 2000 unidades proteicas. Estos virus son
mayoritariamente transmitidos por afidos (Riechmann et. al, 1992).



Su genoma es de ARN de simple cadena de polaridad positiva, de unos 10 kb de largo, cuyo
final 5’ estd unido covalentemente a una secuencia de una proteina viral (VPg, viral protein
genome-linked) que tiene como funcién actuar como cebador durante la sintesis del ARN y
permitir el inicio de la transcripcion ya que actia como caperuza del ARNm. El extremo 3’ del
genoma esta poliadenilado. Una propiedad importante de los potyvirus es que 10 de las 11
proteinas virales derivan de un solo marco de lectura abierto formando una poliproteina. La
que queda (P3N-PIPO) se sintetiza de manera separada, con un pequefio marco de lectura
abierto (Rajamaki et al. 2009). La poliproteina serd escindida posteriormente por tres
proteasas, P1, HC-Pro y NlaPro, que dara lugar a los polipéptidos P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI,
6K2, VPg, NlaPro, Nlb y la proteina de cubierta (CP), como puede verse en la Figura l1a. Las
proteasas P1 y HC-Pro procesan en un solo sitio, mientras que la NlaPro escinde en varios

lugares generando el resto de productos (Urcuqui-Inchima et al. 2001).
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Figura 1. Diferentes estrategias de los potyvirus para regular las funciones y la disponibilidad de las
proteinas VPg y NlaPro. (a) Organizacion del genoma de los potyvirus. EI ARN viral se muestra en gris
mientras que las proteinas traducidas se muestran en azul. (b) Las estrategias para la regulacion de
VPg y NlaPro (Ilvanov et al, 2014).

Ademas de la NlaPro y de la VPg, las demas proteinas tienen funciones muy importantes,

como se ve en la Tabla 1.



Tabla 1. Funciones de las diferentes proteinas de los potyvirus (Urcuqui-Inchima et al. 2001).

Proteins Properties

Pl (3264 K) Trypsin-like serine proteinase, C-terminal
autocleavage
Symptomatology

HC-Pro (56-38  Aphid transmission

K)

Self-interaction
Systemic movement
Suppression of gene silencing
Synergism and symptom development
Papain-like cysteine proteinase,
C-terminal autocleavage

P3 (37T K) Plant pathogenicity

6k 1 ?

CI (70 K) ATPase/RNA helicase
Cell-to-cell movement

6K 2 Anchoring the viral replication complex
to membranes

Nla (49 K) Cellular localization
VPg involved in genome replication
Trypsin-like serine proteinase, acts in cis
and in trans
Protein-protein interaction

NIb (58 K) RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp)
Involved in genome replication

CP (2840 K) Aphid transmission
Cell-to-cell and systemic movement
Virus assembly

La proteina P1 corresponde al gen N-terminal del genoma de los potyvirus que codifica una
proteinasa que permite su propia escision de la poliproteina (lvanov et al, 2014). Andlisis
basados en mutagenesis, han mostrado que la proteina P1 no se requiere para la infectividad
del virus pese a que si que promueve la amplificacion y el movimiento de éste (Urcuqui-
Inchima et al. 2001, Revers y Garcia, 2015).

La proteina HC-Pro puede dividirse en tres regiones, la N-terminal, la central y la C-terminal.
HC-Pro tiene diversas funciones. La primera de ella, mediar la interacciébn con afidos y
viriones. De hecho, actia como regulador de la especificidad de la transmisién. Otra funcion
importante es la autointeraccion. Diferentes experimentos han demostrado que la HC-Pro esta
en forma de dimero en las plantas infectadas, si no se encuentra de esta manera, no puede
realizar las demés funciones. Ademas, tiene como funcién la amplificacion del movimiento
sistémico, de manera modificaciones en la regién central de la HC-Pro afectan a la replicacion
eficiente. Otra de sus funciones es la interaccion con acidos nucleicos, de hecho, tiene una
alta afinidad por el ARN, que se demostr6 debido a diferentes experimentos basados
mutagénesis en la HC-Pro. Ademas, la HC-Pro se encarga también de la supresion del
silenciamiento genético, concretamente del silenciamiento post- traduccional, considerado

una manifestacion de un mecanismo de resistencia a virus natural. También se encarga del
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sinergismo y del desarrollo de sintomas de la infeccion. Para finalizar, también posee actividad
proteinasa, que es requerida para su propia escision en la region C-terminal (Revers y Garcia,
2015).

La proteina 6K1 no se sabe que funcion tiene por si sola. Si permanece unida a P3 puede

estar relacionada con la presencia/ausencia de sintomas.

La proteina P3 participa en la patogenicidad, junto con otras proteinas esta involucrada en la
marchitez, que es sintoma de la infeccion viral. Ademéas, diversos estudios basados en
mutagénesis han demostrado que cuando P3 y 6K1 no son escindidos, la planta infectada
presenta menos sintomas (Revers y Garcia, 2015). Como se ha mencionado antes, hay una
proteina que procede de un marco de lectura abierto pequefo, esta es la P3N-PIPO. PIPO
significa ‘pretty interesting Potyviridae ORF’. Esta ORF solo se traduce cuando el marco de
lectura abierto se desplaza una unidad (+1), generando una proteina de fusién con la region
N-terminal de la proteina P3, que se ha denominado P3N-PIPO. EIl descubrimiento hizo que
se obtuviera mas conocimiento del movimiento de los potyvirus de una célula a otra. (Rajamaki
et al. 2009).

La proteina Cl, que posee actividad ATPasa y tiene como principal funcion separar los duplex
de ARN. Ademas, posee un rol en la union del ARN, en la amplificacion y en el movimiento

de célula a célula del complejo viral (Revers y Garcia, 2015).

El péptido 6K2 no tiene funcion enzimatica, pero juega un papel importante en la union a
membranas, porducido via el dominio central hidrofébico de este péptido. La proteina se
asocia a compartimientos vesiculares derivados del reticulo endoplasmatico (Urcuqui-Inchima
et al. 2001).

La Nla est4 compuesta de dos dominios, el N-terminal, que se trata del dominio VPg y el C-
terminal, que se trata del dominio proteinasa (Nla-Pro). Estos dos dominios tienen diversas
funciones como se observa en la Figura 1b. Es la proteinasa mas importante de los potyvirus,
procesa la poliproteina en cis y en trans para producir productos funcionales. Este
procesamiento es eficiente y esta muy regulado. La Nla-Pro tiene varias funciones. En primer
lugar, la localizacion celular. La Nla-Pro esta localizada junto con la NIb en los cuerpos de
inclusion de las células infectadas. Como se ha mencionado, uno de los dominios de los que
estad compuesto la Nla-Pro es el VPg, que tiene funciones esenciales en la replicacion viral y
en la especificidad del genotipo del huésped. Ademas, la actividad proteolitica ha sido
caracterizada con respecto a una posible escision interna de la propia Nla. Por otra parte, las
interacciones proteina-proteina también son muy importantes, y es que la Nla interacciona
consigo misma y con la Nlb. En relacién con esto, se hicieron diversos experimentos y se

propuso un modelo en el cual la NIb interaccionaria con el dominio proteinasa de la Nla, que

8



estaria unido a las membranas celulares gracias a la asociacion con el péptido 6K2. La
iniciacién de la sintesis de ARN se vera favorecida por el dominio VPg de la Nla, cuya funcion

es hacer de cebador (Urcuqui-Inchima et al. 2001).

La proteina NIb forma los cuerpos de inclusion en el nicleo de las plantas infectadas, a pesar
de que también es necesaria en el citoplasma o en membranas asociadas con complejos de
replicacion durante la sintesis del ARN viral; de hecho, la NIb es ARN dependiente de la ARN

polimerasa de los potyvirus (Revers y Garcia, 2015).

Por dltimo, la proteina de cubierta puede ser dividida en tres dominios. Los dominios variables
N- y C-terminal son expuestos en la superficie de la particula y son sensibles a tratamientos
con tripsina. Concretamente, la region N-terminal contiene la mayor parte de los epitopos
especificos del virus. Ademas, estan mas conservados que el dominio central. Las funciones
de la proteina de cubierta son diversas, entre ellas se encuentran la transmision por &fidos, el
movimiento célula a célula y el sistémico, la encapsidacion del ARN viral y la regulacién de la
amplificacion del ARN viral (Riechmann et. al, 1992, Urcuqui-Inchima et al. 2001).

1.4 Virus del grabado del tabaco y su NlaPro

El virus del grabado del tabaco (TEV) es un virus miembro de la familia Potyviridae,
responsable de infecciones en diferentes especies de la familia Solanaceae, incluyendo
Nicotiana tabacum. De hecho, el TEV estd ampliamente distribuido en América del Norte,
Ameérica Central, Sudameérica y mas recientemente en Europa y Asia. El rango de huéspedes
gue pueden verse afectados por TEV, es de 149 especies vegetales localizadas en 19 familias
(Velasquez et al., 2015).

Los sintomas que se observan en las plantas, varian mucho dependiendo de la propia planta.
No obstante, los sintomas mas frecuentes son el moteado, las lineas necréticas, el grabado
de las hojas o el clareado de las venas (Figura 2). Estos sintomas pueden ocurrir en hojas y
en frutos.

Figura 2. Sintomas de TEV en una hoja de N. tabacum. (Velasquez et al., 2015).



El genoma de TEV es ARNCcs (+) y esta compuesto de 9500 nucleétidos, que codifican una
poliproteina larga formada por 3054 amino&cidos. Dicha poliproteina sera procesada por tres
proteasas virales obteniendo 11 productos maduros (incluyendo P3N-PIPO), como se ha

explicado en el punto anterior (Veldsquez et al., 2015).

La NlaPro de TEV pertenece a la familia de las C4 endopeptidasas, y su estructura se
compone de dos dominios plegados de barriles beta antiparalelos. Es homéloga a las serin
proteasas (Nunn et al.,, 2005). Las caracteristicas que hacen de la NlaPro de TEV una
proteasa tan importante y valorada, son diversas. Primeramente, su alta especificidad. El
motivo especifico de reconocimiento tiene una longitud de 7 aminoacidos, que son EXXYXQ-
S/G (donde X puede ser cualquier aminoacido, y la protedlisis puede darse entre los residuos
de GIny Ser/Gly. Pese a la poca especificidad que puede dar a pensar una secuencia donde
tantos aminoacidos pueden ser variables, se sabe que la secuencia 6ptima de reconocimiento
es ENLYFQ-S/G, que corresponde al sitio de corte entre los fragmentos proteicos Nlb y CP
en la poliproteina natural de TEV. Varias proteasas son sensibles a modificaciones
postraduccionales de los substratos proteicos. De hecho, si el sitio de reconocimiento de la
NlaPro sufre modificaciones postraduccionales puede que no sea procesado, como se mostré
si se fosforila la tirosina en posicién P3, lo cual reduce su poder catalitico. La siguiente
caracteristica importante es el autoprocesamiento. La NlaPro de TEV contiene un sitio de
autoescision, el GHKVFM-S en su porcion C-terminal entre los residuos 213-219. Estudios de
mutagenesis muestran una pérdida de actividad seguidamente a su escisién, debido a la
inhibicién de la actividad catalitica. La explotacién industrial de la NlaPro del TEV se vio
limitada por su baja solubilidad, mediante la expresién en E. coli se formaban agregados.
Diferentes aproximaciones se implementaron en las cepas de E. coli con las que se trabajaba
para controlar la temperatura de crecimiento, ya que la NlaPro muestra agregados a altas

temperaturas (Cesaratto et al.,2016).

Se han desarrollado aplicaciones biotecnologicas de la NlaPro del TEV que han sido
implementadas en bacterias (Eisenmesser et al., 2000), levaduras, plantas y células animales.
Una regulacién de la expresion de la NlaPro puede darse utilizando promotores regulables
(choque de calor, temperatura, galactosa, inducibles por luz...) o bien, controlando de manera
precisa la activacion de NlaPro a nivel postraduccional. No obstante, un control de la expresién
de la NlaPro solo se requiere para aplicaciones particulares mas que para evitar una expresion
basal (‘leaky’) de la NlaPro in vivo (Cesaratto et al.,2016). Una de las aplicaciones
biotecnoldgicas con mas interés es su uso para la eliminacion de las etiquetas de fusion de

proteinas recombinantes (Miladi et al., 2012).
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1.5 Las antocianinas y el factor de transcripcién Roseal

Las antocianinas son pigmentos enddgenos de las plantas. Estan clasificados como fendlicos.
Mas concretamente pertenecen al grupo de los flavonoides, que son los responsables de las
tonalidades roja-anaranjada y azul-violeta presentes en érganos de las plantas como frutos,
flores y hojas. Se han identificado en la naturaleza mas de 700 derivados diferentes de las
antocianinas. Las antocianinas en forma de aglicanos se encuentran de manera muy poco

habitual en la naturaleza (Wallace y Giusti, 2015).

Estos pigmentos tienen multiples roles, desde la adaptacion a estreses biéticos y abioticos
hasta el reciclado celular o a la atraccion de agentes dispersantes de semillas. Las
antocianinas, y en general los flavonoides, son sintetizados en el citosol y transportados a la
vacuola para ser almacenados. Sin embargo, pueden encontrarse en las paredes celulares,
en los nucleos, en los cloroplastos e incluso en el espacio extracelular dependiendo de la
especie a la que pertenezca la planta, el tejido o el estado de desarrollo (Hichri et al., 2011).
La biosintesis de antocianinas se activa a nivel transcripcional por tres factores de
transcripcién, llamados R2R3 MYB, un ‘hélice-bucle-hélice’ basico (bHLH) y una proteina
llamada WDA40. Estos factores se unen cooperativamente a los promotores de los genes que
codifican enzimas de la ruta. No obstante, la acumulacién de antocianinas se ha inducido en
unos niveles impresionantes mediante la sobreexpresion de los factores de transcripcion
Roseal y Delia (Bedoya et al. 2012). Roseal pertenece al grupo de factores de transcripcion
denominados MYB y codifica 220 aminoacidos, 25.7 kDa de masa molecular (Bedoya et al.
2012).

Los factores de transcripcion de tipo MYB son los mas estudiados en plantas. Regulan ciertos
aspectos del metabolismo secundario, tales como el desarrollo, la resistencia a enfermedades
0 como ya se ha mencionado antes, la ruta de biosintesis de antocianinas. Presentan un
dominio de unién especifico y muy conservado al ADN, compuesto por 52 aminodcidos,
denominado MYB también. Este dominio se ha visto que puede tener tres tipos de repeticiones
imperfectas, R1, R2 y R3. Estas adoptan la conformacién de ‘hélice-hélice-giro-hélice’ para
intercalarse en el surco mayor del ADN diana. Existen tres grupos de factores MYB
dependiendo del tipo de repeticiones que presenten. El primer grupo, es el que solo presenta
la repeticibn R3, R3-MYB. El segundo grupo es el de los factores de transcripcion que
presentan las repeticiones imperfectas R2 y R3, siendo asi pues R2R3-MYB. Este grupo es
el predominante en plantas, ya que es el que esté asociado con la biosintesis de antocianinas.
Ademas, Roseal se encuentra en él. El tercer grupo es el que tiene todas las repeticiones
imperfectas, por eso se denominan R1IR2R3-MYB (Jin y Martin, 1999; Allan et al., 2008).
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Roseal junto con otros factores de transcripcion presentes en Antirrhinum majus, como
Venosa y Rosea 2, son los responsables de la pigmentacién de las flores de dicha planta. No
obstante, pese a la similitud estructural de estas tres proteinas reguladoras, todas presentan
el dominio R3, que es la responsable de la unién al ADN, la especificidad de dicha union al
ADN es ligeramente diferente en Roseal, Rosea2 y Venosa. Para estudiar correctamente
estos factores de transcripcion y sus diferencias, se analiz6 el nivel de transcrito de los genes
diana de cada factor de transcripcion. Para Roseal, se vieron altos niveles de transcrito para
los genes flavonona 3-hidroxilasa (FH3), dihydroflavonol 4-reductasa (DFR), antocianin
sintasa (ANS), UDP-glucosa 3-O-flavonoide transferasa (UFGT), flavanona 3’-hidroxilasa
(F3'H), flavonol sintasa (FSL) y antocianin permeasa (AT) siendo especialmente dependientes
de la presencia de Roseal los genes F3'H, F3H, DFR y UFGT que son los mas relacionados
con la ruta de biosintesis de antocianinas y menos dependientes ANS y AT. Para Rosea2, se
demostré que regula la expresion del gen F3'H y contribuye a la activaciéon del gen chalcona
isomerasa (CHI). Para Venosa, se observé que aumentaban los niveles de transcritos de los
genes CHI, F3H, F3'H, FSL, ANS, UFGT y AT, pero no del gen DFR (Schwinn et al., 2006).

Roseal tiene diversas aplicaciones como marcador de diversos procesos biolégicos. Por
ejemplo, en cuanto al silenciamiento génico. Si habia silenciamiento, el factor de transcripcion
Roseal no se expresaba y por lo tanto no habia color en los pétalos de las flores (Shang et
al., 2007). Con el mismo objetivo se han hecho estudios en frutos como el tomate. Por ultimo,
el uso de factores de transcripcion como Roseal que funcionen como reporteros y que
producen acumulacion de antocianinas hace que se pueda observar si ha ocurrido el proceso
de infeccion viral sin necesidad de instrumentacion compleja (Bedoya et al., 2012). Otra
reciente aplicacion del factor de transcripcién Roseal como reportero es conocer la eficiencia
y especificidad de proteasas virales. En funcion de la cantidad de antocianinas obtenida en
plantas agroinoculadas con la construccién de la proteasa conjuntamente con su sitio de
reconocimiento, se podré estimar la especificidad y eficiencia de la NlaPro correspondiente.
Dicho sitio de reconocimiento formard parte de una construccion reportera que sigue la
expresion de una puerta légica YES y que posee el factor de transcripcion Roseal,
responsable de la biosintesis de antocianinas (Cordero et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

Las proteasas virales son un recurso importante en la caja de herramientas de cualquier

investigador en biotecnologia. Se conoce la alta eficiencia de la NlaPro del TEV y sus
aplicaciones en diversos campos. Sin embargo, no se han estudiado otras proteasas de esta

misma familia de virus de plantas (Potyviridae).

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la especificidad y eficiencia de proteasas de
diversos virus de la familia Potyviridae mediante una construccion reportera que contenia el
factor de transcripcion Roseal, que induce la biosintesis de antocianinas, unido a un
fragmento proteico inhibitorio. Entre estos dos elementos se intercalaron las diferentes dianas
de corte de las NlaPros analizadas. Asi pues, si la proteasa reconoce el sitio de
procesamiento, se libera el factor de transcripcion y se acumulan antocianinas. Se analizaron
las proteasas del virus del mosaico del Hordeum (HoMV), virus del moteado de las venas del
tabaco (TVMV), virus del enanismo amarillo de la cebolla (OYDV), virus del mosaico del nabo
(TuMV), virus Y de la patata (PVY), virus de la viruela del ciruelo (PPV), virus del mosaico de
la soja (SMV), virus del mosaico de la lechuga (LMV), virus del moteado de las venas del
pimiento (PVMV) y, como control, el virus del grabado del tabaco (TEV). Con estos analisis se
pretende aumentar las herramientas y recursos para el disefio de circuitos genéticos en

biotecnologia y biologia sintética.
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3. MATERIALES

3.1 Material vegetal

3.1.1 Material vegetal para agroinoculacién

Para el proceso de agroinoculacion se utilizaron 3 plantas de Nicotiana benthamiana por cada
virus. Estas plantas se agroinocularon cuando tenian alrededor de cuatro o cinco semanas.
Una vez agroinoculadas, las plantas se mantuvieron los siguientes 6 dias hasta la recogida

de muestra en una cadmara a 25°C con fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

3.1.2 Extraccién de virus de tejido infectado
Para el virus del mosaico enanizante del maiz (MDMV), el cDNA de la NlaPro se amplificé a
partir de tejido de maiz infectado y liofilizado, suministrado por la Dra. Angels Achon de la

Universitat de Lleida.

3.2 Material bacteriano

Para desarrollar este trabajo se utilizaron cepas de Escherichia coli y de Agrobacterium
tumefaciens. La cepa de E. coli, concretamente DH5aq, sirvié para la amplificacion de los
plasmidos. Para la agroinoculacién de las plantas se utilizaron dos cepas de A. tumefaciens:
GV3501:Pmp90 con el plasmido auxiliar pS48 (Thole et al., 2007) y C58C1 con el mismo

plasmido auxiliar.

3.3 Plasmidos

Se realizaron una serie de construcciones genéticas tomando como base el plasmido
pG53CPMVZ (Anexo I), un derivado depCLEAN-G181 (numero de accesion en GeneBank
EU186083), que es un plasmido binario de la serie G (Thole et al., 2007). pG53CPMVZ tiene
un promotor y terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y las regiones 5’y 3’
no traducidas del RNA-2 del virus del mosaico del chicharo (CPMV) (Martinez y Daros, 2014).
Este plasmido sera utilizado tanto para las construcciones reporteras como para las

construcciones de las NlaPro.

4. METODOS.

4.1 Fosforilacion de cebadores de ADN en 5’

En 20 pl de 50 mM Tris-HCI pH de 7.6, 10 mM de MgCl;, 5 mM DTT, 0.1 mM espermidina y
0.1 mM EDTA, se mezclaron 1 pl del cebador (500 pM), 0,8 pl de ATP a 10 mMy 0,4 ul (4 U)

de la enzima T4 polinucleétido quinasa (PNK; Thermo Scientific). Se incubd 30 min a 37°C.
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4.2 Amplificacion de ADN por PCR y PCR en gradiente

Para la PCR se mezcl6é con puntas de filtro y sobre hielo 13,8 pl de H20, 4 pl de tampon HF
(x5), 0,6 pl de DMSO, 0,4 pl de dNTPs a 10 mM, 0,4 pl de cada cebador (el directo y el
reverso), 0,2 ul de DNA molde y 0,2 pl de DNA polimerasa Phusion (2 U/ul). Una vez hecha
esta mezcla, se incubd en un termociclador con un programa de 30 s a 98°C para la
desnaturalizacion inicial, seguida de 30 ciclos de 10 s a 98°C, de 30 s a 55°C, y de 1 miny 32
s a 72°C. En este ultimo paso de extension, el tiempo se varié en funcion de las pares de
bases (pb) del producto esperado a razén de 15 s por kpb. Finalmente, se realiz6 una

incubacién de 10 s a 72°C.

Para la PCR en gradiente cada tubo estuvo sometido a una temperatura de extension

diferente, el resto de pasos fue idéntico.

4.3 Amplificacién de ARN por transcripcién inversa (RT) con M-MuLV

Primeramente, se mezclé el ARN junto con 5 pmol del cebador y H,O hasta 6,5 pl.
Seguidamente, se incub6é 1,5 min a 98°C y se dej6 bajar la temperatura a 42°C. A
continuacion, se afiadi6 el resto de componentes: 2 ul de tampon RT (x5) (250 mM Tris-HCI
pH de 8.3, 250 mM de KCI, 20 mM MgCl, y 50 mM DTT), 1 ul de dNTPs a 10 mM, 0,25 ul de
inhibidor de RNasas (40 U/ul) y 0,25 ul de M-MuLV RT (200 U/ul). Se incubé 45 min a 42°C,
10 min a 50°C y 5 min a 60°C.

4.4 Electroforesis en gel de agarosa

Para analizar los fragmentos de ADN, ya sean provenientes de una PCR o de una purificacion
de pladsmidos de bacterias, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para
conseguir esta concentracion, se disolvieron 4 g de agarosa en 40 ml de TAE 10X (TAE x1 es
40 mM de Tris, 20 mM de acetato de sodio, 1 mM de EDTA) en 360 ml de agua. Esta mezcla
se calento para su disolucion. Una vez teniamos la solucion de agarosa fundida, se preparo
el soporte y el peine del gel. Dependiendo del nimero de muestras, se escogié un soporte
mas o0 menos grande y un peine con mas o menos pocillos. Los geles pequefios tenian unas
dimensiones de 8 x 6,5 x 0,5 cm, mientras que los mas grandes tenian unas dimensiones de
15x 11 x 0,5 cm. Para conseguirlo, se vertié sobre el soporte adecuado 25 o 75 ml de agarosa
fundida dependiendo de si es un gel pequefio o grande, respectivamente. Tras verter la
agarosa sobre el conjunto del soporte mas el pocillo, se dejé enfriar durante 15 min. Tras esto,
se retird el peine y se colocé el gel junto con el soporte en la cubeta de electroforesis.
Finalmente, se cargaron las muestras en los pocillos del gel después de haberles afiadido la
cantidad adecuada de tampdn de carga x10 (50% de glicerol, 10 mM de EDTA pH 8.0,

0.0025% azul de bromofenol y 0.0025% xilencianol). En el caso de los geles pequefios, las
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electroforesis se corrieron a 60 V durante 75 min y en el caso de los geles mas grandes a 75

V durante 90 min.

4.5 Elucion de acidos nucleicos a partir de un gel de agarosa

Para este proceso se utilizé el kit DNA Clean & Concentrator™ (Zymo Research).
Primeramente, se peso el fragmento de agarosa y se afiadieron tres volumenes de tampoén
de disolucién de agarosa (ADB). Posteriormente se incub6é 5-10 min a 55°C. Tras esta
incubacion se paso todo el volumen a una columna de gel de silice dispuesta sobre un tubo
Eppendorf de 2 ml con la tapa cortada. Se centrifuga 10 s a 13000 x g, se descartd el filtrado
y se procedi6é a hacer dos lavados seguidos con 200 pl de tampén de lavado (WB), mediante
dos centrifugaciones sucesivas a 13000 x g, la primera de 10 s y la segunda de 30 s. Tras
cada lavado se retiré el filtrado. Seguidamente, se traspasaron las columnas a un tubo
Eppendorf nuevo de 1,5 ml y se afiadieron 8 pl de tampén de elucién (EB). El volumen de EB
puede variar dependiendo de los pasos sucesivos. Se incub6 1 min a temperatura ambiente

y se centrifugé 1 min a 13000 x g.

4.6 Ligacion
Para un volumen final de 10 pl, se afiadieron 7 pl de solucién de ADN purificado, 1 ul de
enzima ADN ligasa T4, 1 pl de tampodn del ADN ligasa T4 (x10) y 1 pl de agua. Tras realizar

la mezcla, se incubd 1 h en el termociclador a 22°C.

4.7 Purificacion de acidos nucleicos de una solucion

Se afladieron 100 ul de DBB (DNA Binding Buffer) a la reaccién. Seguidamente, se traspasoé
todo el volumen a una columna de gel de silice dispuesta sobre un tubo Eppendorf de 2 ml
con la tapa cortada. Se centrifugd 10 s a maxima velocidad (13000 x g) y se retir6 el filtrado.
Una vez hecho esto, se lavo dos veces seguidas con 200 ul de WB. Para el primer lavado se
centrifugd durante 10 s y para el segundo, durante 30 s, ambos a 13000 x g. Después de cada
lavado, se retir0 el filtrado. A continuacion, se procedié a hacer un tercer lavado con 200 ul de
etanol al 80%, durante 30 s a maxima velocidad, 13000 x g. Una vez acabada la ronda de
lavados, se traspaso la columna a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mly se afiadieron 8 pl de
EB (x0.1). Se incub6 1 min y posteriormente se centrifugd a maxima velocidad. Tras esto se

recogi6 el eluido.

4.8 Digestion de ADN

Al ADN gue se queria digerir, se afladié 1 ul de la enzima de restriccion, el volumen adecuado
de tampon correspondiente a la enzima de restriccion utilizada, y agua hasta conseguir un
volumen final de 20 ul. Una vez hechas las correspondientes mezclas, todas las digestiones

se incubaron durante 1 h a 37°C.
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4.9. Ensamblaje Gibson

Se siguio el protocolo de ensamblaje para el kit NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix. Se
mezclé los fragmentos de manera que la cantidad de ADN total estuvo entre 0,02-0,5 pmol
(ensamblaje de 2-3 fragmentos). Se afiadié un volumen de Gibson Assembly Master Mix (2X).
Se incubd a 50°C durante 1 h. Se purificé el producto de la reaccidbn mediante columnas de

gel de silice y con el se transformé E. coli.

4.10 Electroporacién de E. coli con plasmidos

Después de haber purificado las ligaciones de los plasmidos correspondientes, se procedio a
transformar E. coli (cepa DH5a). Para ello, antes de empezar se enfriaron en hielo las cubetas
de electroporacion y se prepararon tubos Eppendorf de 1,5 ml con 8 pl del producto de las
ligaciones purificadas. Se afiadieron 40 pl de E. coli competentes sobre el tubo Eppendorf de
1,5 ml, se mezcld bien con la pipeta y se paso6 a la cubeta de electroporacion. Esta se secO y
se dispuso dentro del electroporador (Eporator, Eppendorf), donde se electroporé a 1500 V
durante 5 ms. Una vez hecho esto, rapidamente se sacé la cubeta y se le afiadié 1 ml de
medio SOC (20 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 0.5 g/l NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCls,
glucosa 20 mM, pH 7.0). Se procedié a mezclar bien y se recogieron las células que se

incubaron a 37°C en agitacion durante 1 h. Finalmente se plaqued.

4.11 Electroporacion de plasmidos en A. tumefaciens

A grandes rasgos, este protocolo es igual que el de E. coli explicado anteriormente. Las
células electroporadas se incubaron 2h a 28°C tras la electroporacion. Pasado este tiempo,
se plagquearon como ya se ha explicado anteriormente, con la diferencia que dichas placas
tendrén que estar compuestas por medio LB suplementado con rifampicina y kanamicina a

una concentracion de 50 ug/ml y con tetraciclina a una concentracion de 7,5 ug/ml.

4.12 Crecimiento de células en medio de cultivo sélido

Por cada tubo Eppendorf de 1,5ml se plaqueron dos placas, la primera de ellas con 10 ul, y la
segunda con el resto de cultivo. Para esta segunda placa, después de haber afiadido los 10
ul a la primera placa, se centrifug6 el Eppendorf de 1,5 ml con el cultivo restante durante 1
min a 13000 x g y se descarté el sobrenadante. Se resuspendio el pellet, de tal manera que
guedd un menor volumen a plaquear. El medio sélido presente en las placas, contenia LB (10
g NaCl, 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 15 g de agar por cada litro) mas los
antibiéticos correspondientes en una concentracion de 50 ug/ml. Si el plasmido introducido
contiene el marcador LacZ, se le anadié a la placa 30 ul de X-gal (50 mg/ml) sobre la superficie
de la placa 15 min antes de que se plaquearan las células. Todo este proceso se llevo a cabo

siempre bajo llama de mechero para evitar cualquier tipo de contaminacion. Una vez se
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plaqued, se dejaron crecer a 37° C durante toda la noche (si se trata de E. coli) 0 a 28° C

durante tres noches (Si se trata de A. tumefasciens).

4.13 Crecimiento de colonias aisladas en medio de cultivo liquido

Tras las noches de crecimiento necesarias, se seleccionaron las colonias adecuadas y se
dejaron crecer en tubos con 2,5 ml medio liquido LB con kanamicina (50 ug/ml). Las células
se incubaron en agitacion a 37°C (si se trata de E. coli) 0 a 28°C (si se trata de A. tumefaciens)
durante toda la noche. El caso particular de A. tumefasciens, los tubos con las colonias recién
picadas se metieron progresivamente a lo largo del dia en la cAmara a 28°C, para evitar que

al dia siguiente el cultivo estuviera sobresaturado.

4.14 Extraccién de pldsmidos (minipreps)

Se transfirio el cultivo de E. coli a un tubo Eppendorf de 2 ml, se centrifug6 a 13000 x g durante
2 min. Se descarto el sobrenadante y se le afiadieron 250 pl de solucién de resuspension, se
hizo vortex. Se afladieron 250 ul de solucion de lisis y se invirti6 mas de cuatro veces cada
tubo Eppendorf de 2 ml, tras esto, se incubaron los tubos durante 5 min. Se afiadieron 350 pl
de solucion de invirti6 cada tubo Eppendorf mas de cuatro veces. Se centrifugaron los tubos
durante 5 min a maxima velocidad (13000 x g). Se transfiri6 el sobrenadante a una columna
de gel de silice dispuesto sobre un tubo Eppendorf de 2 pl, centrifugé a maxima velocidad
durante 1 min y se descarto el filtrado. Seguidamente se realizaron dos lavados sucesivos con
500 pl de solucion de lavado durante 30 s a maxima velocidad de centrifugacion. Tras cada
lavado se descarto el filtrado. Se traspasé la columna de gel de silice a un tubo Eppendorf de
1,5 mly se afadieron 100 pul de tampdn de elucién. Se incubaron durante 2 min y se centrifugo

a maxima velocidad durante 2 min, recogiéndose el filtrado.

4.15. Miniprep de ARN total con columnas de gel de silice

Se tritur6 0,1g en un tubo Eppendorf de 2 ml con 1 bolita de acero: Se congel6 para ello con
nitrégeno liquido y se molié durante 1 min 30s. Se afiadié 1 ml de TEX (4 M tiocianato de
guanidino, 0,1 M acetato sédico pH 5.5, 10 mM EDTA, 0,1 M 2-mercaptoetanol [47,3g de
tiocianato de guanidino + 3,33 ml de 3 M NaAc pH 5,5+ 2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 + 0,7 ml 2
mercaptoetanol + H,O hasta 100 ml]) y se mezcld con el vortex. Se centrifugd 5 min a maxima
velocidad (13000 x g). Se recogi6 0,6 ml de sobrenadante, se le afiadié 0,39 ml de etanol al
96%, se hizo un vortex y se centrifugd 1 min a maxima velocidad. Seguidamente se transfirié
0,7 ml de sobrenadante a la columna Zymo posicionada sobre un tubo Eppendorf de 2ml. Se
centrifug6 dicho tubo 1 min a méaxima velocidad y se descart6 el filtrado. Se lavé con 0,5ml de
TLA (70% etanol, 10 mM acetato sédico pH 5,5 [0,33 ml 3M NaAc pH 5,5 + 73 ml 96% etanol
+ H>0 hasta 100ml]) dos veces seguidas, centrifugando durante 30 s y luego durante 1 min,

ambas veces a maxima velocidad y descartandose el filtrado. Se transfierié la columna a un
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tubo Eppendorf nuevo de 1,5 ml. Se eluy6 con 10 pl de TEL (20 Mm Tris-HCL, pH 8,5 [200 pl
0,1M Tris-HCI pH 8,5 + H,O hasta 1ml]), se incub6 durante 1 min a temperatura ambiente y

se centrifugé a maxima velocidad durante 2 min.

4.16 Secuenciacion

Se ha utilizado el servicio de secuenciacion del IBMCP, cuyo secuenciador automatico es el
modelo de Applied Biosystems ABI 3100. Dependiendo de la muestra a secuenciar, se
utilizaron diferentes cebadores. Las muestras se proporcionaron en alicuotas de 6 ul. Una vez
secuenciadas, se compararon las muestras experimentales con las tedricas mediante el

algoritmo de ClustalW del portal de recursos bioinforméticos EXPASy.

4.17 Agroinoculacion de plantas

Se partio de los tubos en los que picamos las colonias de A. tumefaciens. Se escogieron
aquellos con una densidad optica (DO) entre 0,5y 1 a 600 nm. Se prepararon 4 ml de la
solucion de agroinoculacion. Se tomd la cantidad adecuada del cultivo liquido para conseguir
una densidad 6ptica final de 1 y se centrifugé durante 5 min a 13000 x g. Se retiro el
sobrenadante y se resuspieron las células con 4 ml tampén de agroinoculacion (10 mM de
MES-NaOH pH 5.6, 10 mM de MgCl,, 150 uM de acetosiringona). Se incub6 esta mezcla 2 h
a 28 °C y se procedi6 a agroinfiltrar las plantas. El proceso de agroinfiltracion se realizé con
una jeringa e 1 ml sin aguja cargada con la solucién de agroinoculacién. Por cada planta, se
inocularon tres hojas verdaderas (por el envés). Posteriormente se recogieron las muestras

de las hojas 6 dias después de la agroinoculacion.

4.18 Extraccion, analisis espectrofotométrico de antocianinas y cuantificacion

Tras haber recogido las hojas, se recorto los halos de las hojas agroinoculadas y se pesaron.
Se afiadieron 10 voliumenes de la solucion de extraccion (0.037% HCI en metanol) y se
homogenizaron las muestras con un triturador mecénico. Seguidamente el extracto se
mantuvo en hielo, y se agitd de manera ocasional. Tras 1 h de espera, se tomaron 2 ml de la
mezcla y se centrifugd durante 5 min a 13000 x g. Se recogié 1 ml de sobrenadante y se
dispuso en una cubeta adecuada. Se midid la presencia de antocianinas mediante
espectofotometria a 595 nm (espectofotometro Biochrom WPA Biowave Il). Los resultados se

analizaron estadisticamente con el programa Statgraphics Centurion® vs XVII.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para estudiar la eficiencia y especificidad de las NlaPro de diversos virus de la familia
Potyviridae, se realizaron una serie de construcciones genéticas en plasmidos binarios para
expresar las proteasas y sus peéptidos diana en hojas de Nicotiana benthamiana. Las
construcciones se realizaron utilizando el pldsmido pG53CPMVZ (Anexo ). A partir de una
version de este plasmido se expresaron las construcciones reporteras con Roseal-diana-NIb
(fragmento de 100 aminoé&cidos) y a partir de otra version se expresaron las distintas NlaPros
virales (Figura 3). Se sabe que el factor de transcripcion Roseal es inactivo cuando esta
fusionado a determinados fragmentos proteicos de la NIb del WMV. En consecuencia, si no
se produce el procesamiento de la construccion reportera por la NlaPro, no se induce la
biosintesis de antocianinas. En cambio, si se produce el procesamiento en el sitio de
reconocimiento, Roseal queda libre induce la acumulacion de antocianinas en el tejido de la
planta (Zhang et al., 2014; Passeri et al., 2016; Cordero et al., 2018).

En este trabajo, se ha continuado con el trabajo desarrollado por la investigadora Arantxa
Rosado, que clon6 con éxito las construcciones reporteras y las NlaPro de los virus PPV,
SMV, PYMV, TEV, TVMV, PVY y LMV. En base a su trabajo se ha desarrollado se han clonado
las construcciones reporteras y las NlaPros de los virus OYDV y HoMV. Las dianas utilizadas

en las construcciones reporteras se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Sitios de reconocimiento de los virus estudiados.

Virus Sitio de reconocimiento NlaPro

TuMV GCTGAGGCTTGTGTTTATCACCAGGCAGGTGAA
PPV GAGTCCAACGTTGTTGTGCACCAAGCTGACGAA
LMV GATATGGATGAAGTCTATCATCAAGTAGACACG
PVY GACTCATATGAGGTATATCATCAGGCAAACGAC
PVMV GGTGATGACTTTGTTCTACACCAAGCTGGTGAG
oYbDVv ATTCCGAAGGAGGTTCGATATCAGGCGGGGGAA
SMV TGTTGTGAATCAGTGTCCTTACAATCAGGCAAG
TEV ACGACTGAGAATCTTTATTTTCAGAGTGGCACT
HoMV GAACCAACTCTTGTTTTTCACGAAGCAGATGAT
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Figura 3. Construcciones genéticas utilizadas. (A) Plasmido pG53CPMVZ a partir del cual se realizaron
las dos series de construcciones genéticas. Plasmidos (B) pGNlaPro que expresaran las proteasas de
los diferentes virus y (C) pGRos1-diana-NIb100 para expresar las construcciones reporteras.
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Para realizar el presente estudio se eligieron una serie de especies virales distribuidas en los
diferentes clados de la familia Potyviridae (Figura 4). Principalmente se intenté que hubiese al
menos un virus representando a cada clado, y ademas, que fueran virus de los cuales ya se
tuviera la proteasa en el laboratorio o bien tejido infectado de donde se pudiera obtener. No
obstante, se pidieron por sintesis quimica las proteasas del HOMV, PRSV y OYDV. Puesto
que la NIb de la construccion reportera pertenece al virus del mosaico de la sandia (WMV),
no se ha trabajado con este virus para evitar posibles interferencias; la Nla y la Nlb de los
potyvirus interaccionan entre si (Li et al., 1997).
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Figura 4. Filogenia de la familia Potyviridae. Las flechas rojas indican los virus con los que se ha
trabajado (adaptado de Gibbs y Ohshima, 2010).



5.1. Eficiencia y especificidad de corte de las NlaPros virales

5.1.1 Obtencioén de las construcciones con las NlaPros

Los cDNAs de las NlaPros de HoMV, PRSV y OYDV fueron obtenidos por sintesis quimica,

mientras que el cDNA de la NlaPro del MDMV fue amplificado de una muestra de tejido

infectado. Los cDNAs de HoMV, PRSV y OYDV se amplificaron por PCR, mientras que el del

MDMYV se amplifico por RT-PCR a partir de una preparacion de RNA utilizando los cebadores
la Tabla 2.

Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacién por PCR de los cDNAs de varias NlaPros.

Virus Cebadores de RT-PCR Cebadores de PCR

PRSV - D3050: 5'-ctgtatattctgcccaaatttgaaatgGGAAAAAGTCTTTGTCAAGG-3’
D3051: 5-CAATTGAATGTTTTCGAGCAAtaactctggtttcattaaattttcttt-3’

OoYDV - D3052: 5'-ctgtatattctgcccaaatttgaaatgGCTAAATCAGCATGTTGTG-3
D3053: 5-CTTGATAAATAGTGTGACATTTCAAtaactctggtttcattaaattttcttt-
3

HoMV - D3054: 5'-ctgtatattctgcccaaatttgaaatgAGCAAATCACACCTAGCAG-3
D3055: 5-GGAGACAGATGTAGAACATCAAtaactctggtticattaaattttcttt-3’

MDMV D3060: D3058: 5’ ctgtatattctgcccaaatttgaaatgGCAAAGTCCATGTTGATAGG-3’

5-GCCATGTTTCATGTTGAATCCC-3’

D3059: 5’-aaagaaaatttaatgaaaccagagttaCTGTTCCGTCACATCAAATG-3’

Los cDNAs amplificados se insertaron en el plasmido pG53CPMVZ mediante ensamblaje

Gibson. Para ello, se realizé una digestion del pldsmido con la enzima de restriccion Bsal, ya

gque contiene sitios de restriccion para dicha enzima (Anexo I). Los productos de PCR y de la

digestiéon del plasmido se separaron mediante una electroforesis en gel de agarosa (Figura

5B). Seguidamente, se purificaron los DNAs y se realizé el ensamblaje. Para finalizar se

electroporé E. coli y se procedié a la purificacion de los plasmidos y andlisis mediante su

correspondiente electroforesis de agarosa (Figura 5C).
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Figura 5. Geles de agarosa correspondientes a las diferentes PCR y plasmidos con cDNAs de NlaPro.
(A) Productos de la RT-PCR para la NlaPro de MDMV. C, control de PCR sin ADN molde; M1 y M2,
RT-PCR para MDMV, M1 tiene 6 ul de la reaccién y M2 14 pl. (B) Productos de la PCR de las NlaPro
y digestion de CPMVZ. Control de PCR sin ADN molde; Dig, producto de la digestion de pGCPMVZ;
PH, producto de PCR de HoMV; PO, producto de PCR de OYDV; PP, producto de PCR de PRSVA;
SRM, construccion del sitio de reconocimiento del MDMV. (C) Plasmidos de las NlaPro ya
ensambladas. C, plasmido control con la proteasa de TEV; M1-M6, proteasa del MDMV; H1-H6,
proteasa del HoMV; O1-06, proteasa del OYDV; P1-P6, proteasa del PRSV. En todos los casos M
corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb.

5.1.2 Obtencién de las construcciones con los sitios de reconocimiento de las proteasas
virales

Con el fin de obtener las construcciones reporteras con los sitios de reconocimiento, se
disefiaron los cebadores correspondientes a las dianas de las NlaPros de HoMV, PRSV,
OYDV y MDMV (Tabla 3). Con ellos, se realizaron diversas PCR, utilizando como ADN molde
una construccion del sitio de reconocimiento obtenida previamente para el TVMV (Cordero et
al., 2018). Los cebadores solo cambian la diana de reconocimiento del virus, que queda
enmarcada entre Roseal y el fragmento de NIb de 100 aminoacidos. Se trata de cebadores
adyacentes que se fosforilaron previamente a su uso en la PCR permitiendo asi la posterior

ligacion del plasmido.
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Tabla 4: Cebadores utilizados para la amplificacion de los sitios de reconocimiento de las proteasas de
HoMV, OYDV, PRSV, MDMV.

Virus Cebadores

HoMV D3048:
5-AACAAGAGTTGGTTCATTTCCAATTTGTTGGGC-3
D3049:
5-CCATCTCTCCTTTCTACTATCATCTGCTTCGTGAAA-3'
oYDV D3046:
5-AACCTCCTTCGGAATATTTCCAATTTGTTGGGC-3’
D2047:

5- CCATCTCTCCTTTCTACTTTCCCCCGCCTGATATCG-3
PRSV D3044:
5'-CACATGCGTATTGTTATTTCCAATTTGTTGGGC-3’
D3045:
5'-CCATCTCTCCTTTCTACTATTCTTGGACTGATGAAA-3'
MDMV | D3056:
5-GACATCTATGACTTCATTTCCAATTTGTTGGGC-3’
D3057:
5-CCATCTCTCCTTTCTACTTTCACCAGCTTGATGTTT-3

Posteriormente a la PCR, se realiz6 la correspondiente electroforesis en gel de agarosa. Los
productos de las PCR en las que finalmente se pudo amplificar el cDNA de interés para el
OYDV y el PRSV se muestran en la Figura 6. Los productos de la PCR esperados para el
MDMV y el HOMV solo se pudieron obtener mediante una PCR en gradiente, para determinar

qué temperatura de hibridacién era la éptima (Figura 7).
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Figura 6. Electroforesis de agarosa de PCRs de (A) OYDV y (B) PRSV y HoMV. M, marcador de peso
molecular de 1 kpb; C, control de PCR sin ADN molde. En (A) O1 y O2, sitio de reconocimiento de
NlaPro de OYDV (6 y 14 ul respectivamente). En (B) P1 y P2, sitio de reconocimiento de NlaPro de
PRSV (6 y 14 pl respectivamente); H1 y H2, HOMV.
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Figura 7. Electroforesis de agarosa de PCRs realizadas para obtener la banda correspondiente a los
sitios de reconocimiento de MDMV y HOMV. (A) Electroforesis de agarosa con producto de la PCR en
gradiente. C corresponde al control de la PCR, en este caso se trata de la construccion reportera de
TEV; H1-H10 corresponden a las 10 PCR con diferentes temperaturas de extension para HoMV; M1-
M10 lo mismo que H1-H10, pero para MDMV. (B) Electroforesis de las PCRs posteriores con las
temperaturas de extension determinadas.C corresponde al control de la PCR, sin ADN molde; H1 y H2
corresponden al producto de PCR de la construccion con el sitio de reconocimiento para HoMV, con 6
ply 14 ul respectivamente; M1 y M2 corresponden a lo mismo que H1 y H2, pero para el virus MDMV,
con los mismos volimenes, respectivamente. En todos los casos M corresponde al marcador de peso
molecular de 1 kb.

Una vez cortada la banda correspondiente a la construccioén del sitio de reconocimiento de
cada uno de los virus, se realizd una purificacién de los acidos nucleicos presentes en dicha
banda, una ligacién para la recircularizacion de los plasmidos y una purificacion de los acidos
nucleicos de la solucion. Se transformaron bacterias E. coli que se plaguearon en medio

selectivo. A continuacion, se seleccionaron colonias que se crecieron en medio liquido toda la
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noche. Al dia siguiente se realiz6 la purificacion de los plasmidos (miniprep) y se corrié un gel
de electroforesis para analizar los resultados (Figura 8).

A B
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Figura 8. Electroforesis de agarosa mostrando los resultados de las las diferentes réplicas de la
construccion del sitio de reconocimiento de (A) PRSV, (B) OYDV, (C) HoMV y (D) MDMV. En todos los
casos, M corresponde al marcador de peso molecular de 1kb y C al control, que consiste a la
construccion correspondiente al sitio de reconocimiento de TEV.

Tras estudiar los resultados obtenidos, se secuencio un clon correspondiente a cada virus con
el objetivo de comprobar que construccion experimental era idéntica a la tedrica. La obtencién
de los sitios de reconocimiento de los virus mencionados en la Tabla 3resulté complicada. Se
realizaron multiples ensayos, teniéndose que descartar para el experimento donde se prob6
la eficiencia y especificidad de corte de las proteasas, los virus del PRSV y del MDMV. Esto
fue debido a que, en todos los clones que se secuenciaron de PRSV, se obtenian las mismas
mutaciones en varios nucleétidos del sitio de reconocimiento de la NlaPro. Puesto que los
cebadores correspondientes estaban bien disefiados, lo UGnico que puede dar explicacion a
este suceso es que la casa comercial enviase unos cebadores que no fuesen correctos y, por
lo tanto, se obtuviera este resultado en todos los clones secuenciados. Para el sitio de
reconocimiento del MDMV, ninguno de los tres clones provenientes de diferentes PCR que se
enviaron a secuenciar resultaron perfectos. De hecho, a lo largo de toda la secuencia

presentaban diferentes errores.
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5.1.3. Andlisis del procesamiento

Una vez obtenidas las construcciones que contenian o bien los sitios de reconocimiento o bien
las proteasas, se procedi6 a electroporar A. tumefaciens para infiltrar plantas de N.
benthamiana. En este experimento se infiltraron dos hojas por planta, teniendo para cada virus
una maceta con tres plantas cada una. De esta manera, cada réplica estaba constituida por
tejido de dos hojas infiltradas, teniendo tres replicas en total por virus. Mirando de frente a la
hoja, y con el peciolo en la parte superior, se infiltr6 a la izquierda el control (sitio de
reconocimiento con el plasmido vacio pG53CPMVZ) y a la derecha tanto la NlaPro como la
construccion reportera con el sitio de reconocimiento (Figura 9).

Figura 9. Modo de agroinfiltracion del experimento en la hoja de N. benthamiana, en verde construccion
reportera junto con CPMVZ sin NlaPro, y en rojo con la NlaPro correspondienets.

Tras los 6 dias de espera correspondientes, se recogieron las muestras (Figura 10).

Figura 10. Conjunto de hojas correspondientes a diferentes muestras de los virus (A) TEV (B) PVY (C)
PPV (D) OYDV (E) TuMV (F) SMV (G) LMV (H) PVMV e (I) HoMV.
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El color rojo producido por la acumulacion de antocianinas se pudo observar a simple vista en
la mayoria de los casos. No obstante, se observé algun resultado inesperado, tales como el
del SMV, en el cual no se observa pigmentacion roja ni en el control sin proteasa ni donde se
expresa la proteasa. Otro caso es el del HoMV, donde el color rojo puede apreciarse tanto en
el control (donde no hay proteasa) como donde se expresa la NlaPro. Se realizo la
correspondiente extraccion de antocianinas para obtener resultados cuantitativos. Se ha
determinado el valor de 0,5 de absorbancia a 595 nm como umbral por debajo del cual se
considera que no hay una acumulacién substancial de antocianinas. Este umbral viene
determinado por los resultados visuales y por los estadisticos mostrados en la Figura 11.
Coincide que no se observa pigmentacion roja en aquellos resultados clasificados como ‘e’
por el analisis estadistico realizado. Por tanto, se escoge el valor mas alto que esta clasificado
como ‘e’, que corresponde al control de TEV, como valor umbral. Esta eleccion se tomo
también siendo conscientes de la alta eficiencia y especificidad de corte que tiene la NlaPro
de TEV vy los estudios por los que viene respaldado (Cesaratto et al.,2016, Cordero et al.,
2018). Con el fin de establecer las diferencias entre los niveles de antocianinas de las distintas
proteasas virales analizadas, se realizé un andlisis de varianza de un factor (ANOVA), seguido
del test post-hoc de Duncan para comparar las medias, considerando que existen diferencias

significativas cuando el p-valor es igual o menor a 0,05 (P<0,05).
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Figura 11. Acumulacion de antocianinas tanto en los controles sin proteasa (barras azules) como en
las muetras con proteasas (barras naranjas). Se representa la media de 3 réplicas + error tipico (SE).
Diferentes letras indican diferencias significativas estadisticamente de acuerdo con el Test de Duncan
(p<0,05).

En base a estos resultados, tenemos tres escenarios posibles. El primer escenario es el
esperado, en el cual el control no presenta acumulaciéon de antocianinas, y cuando se afiade
la proteasa si. EI mejor ejemplo de este escenario es la NlaPro del TEV, con la que se
esperaban unos resultados como los ya descritos anteriormente (Cordero et al., 2018). No
obstante, cabe destacar otras NlaPros como las del PPV o el TuMV, los cuales también
presentan una produccion de antocianinas en presencia de la NlaPro, siendo los niveles de
absorbancia en el control menores, por debajo del umbral establecido. Como ya se ha
mencionado anteriormente, en el control no hay acumulacién de antocianinas porque no hay
NlaPro. En consecuencia, el factor de transcripcion Roseal permanece unido al elemento
inhibitorio NIb de 100 amino&cidos y no puede ejercer su funcion. Sin embargo, cuando se
afiade la NlaPro y ésta corta por el sitio de reconocimiento, Roseal queda libre, aumentando
considerablemente la expresion de los genes biosintéticos de las antocianinas (Zhang et al.,
2014; Passeri et al., 2016).
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El segundo escenario es en el que no hay diferencias entre el control con el plasmido vacio y
en el caso en el que estéa presente la proteasa viral, sin haber en ningln caso acumulacion de
antocianinas. Esto puede ser debido a que la NlaPro no corte la diana de reconocimiento, o
la reconozca muy ineficientemente, y por tanto el factor de transcripcion Roseal no se libera
o lo hace en cantidad insuficiente para inducir la biosintesis de antocianinas. En este escenario
se encuentran los virus OYDV, SMV y TVMV.

El tercer escenario es en el que no hay diferencias entre el control con el plasmido vacio y en
el caso en el que esta presente la proteasa viral, habiendo en ambos casos acumulacion de
antocianinas. Esto puede ser debido a que la NIb de 100 aminoéacidos sea demasiado corta
como para inhibir la funcion del factor de transcripcion Roseal, aunque la NlaPro no haya
escindido el péptido de reconocimiento. Esto significa que el péptido de reconocimiento de
cada NlaPro influye en la inhibicién de Nlb sobre Roseal, posiblemente debido a los cambios
conformacionales que los péptidos de reconocimiento producen en la proteina de fusion,
facilitando o no que la NIb sea capaz de inhibir a Roseal. Esta es la situacion observada para
los virus del HOMV, PVMV, LMV y PVY.

Ante esta diversidad de resultados, nos propusimos realizar dos experimentos mas para
optimizar las construcciones reporteras de virus que se encuentran en el segundo y tercer

escenario, de tal manera que se sepa una posible manera de trabajar con ellos.

5.2. Optimizacion de las construcciones con los sitios de reconocimiento para las
NlaPros que no muestran acumulacion de antocianinas en ningin caso

Para las NlaPros que no mostraron acumulacién de antocianinas, se propuso aumentar el
namero de sitios de reconocimiento en la construccion reportera. En este experimento, se
probé aumentando a dos sitios de reconocimiento (Roseal-diana/diana-NIb) y a tres (Roseal-
diana/diana/diana-NIb), para ver si al multiplicar las dianas, aumenta también la acumulacion
de antocianinas debido a que la NlaPro tiene mas oportunidades para cortar la construccién

reportera.

Para este andlisis se escogi6 el TVMV. Esta NlaPro se escogio por razones bibliograficas, ya
que como se ha descrito (To6zsér et al., 2005; Cordero et al.,, 2018), se conoce que la
produccién de antocianinas es menor que con la NlaPro del TEV de manera estadisticamente
significativa. En definitiva, el objetivo fue investigar si aumentando el nimero de sitios de
reconocimiento de la NlaPro del TVMV se obtiene una acumulacién de antocianinas con

diferencias significativas respecto al control

Se realizé una PCR en la cual se utiliz6 como molde la construccién reportera con un Unico
sitio (Cordero et al., 2018) y los cebadores adecuados (Tabla 4) para aumentar el nimero de

sitios de reconocimiento a dos y a tres.
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Tabla 5: Cebadores para la amplificacién de la construccion reportera de TVMV con dos y tres sitios
de reconocimiento.

Namero de sitios de

reconocimiento TVMV Cebadores
D1945:
2 sitios de reconocimiento | 5-ATTTCCAATTTGTTGGGCCTCCTC-3'
de TVMV D3012:

5TTACGTGAGACTGTTAGATTCCAAAGCGATACCTTGCGTGAAACTGTGAGATTTC-3

D3011:

de TVMV D3012:

3 sitios de reconocimiento | 5 TGTGTCACTCTGAAATCGCACTGTTTCTCGCAAATTTCCAATTTGTTGGGCCTC-3

5TTACGTGAGACTGTTAGATTCCAAAGCGATACCTTGCGTGAAACTGTGAGATTTC-3

Se electroporo E. coli con el plasmido de la proteasa vacio (pG53CPMVZ) y la construccion
con un sitio de reconocimiento de la NlaPro del TVMV (Figura 12), y se realizé la PCR
mencionada para obtener las construcciones. Posteriormente, se corto la banda, se purifico
el ADN, se hizo la ligacion correspondiente y se electroporé E. coli. Se realizaron las
purificaciones de plasmidos correspondientes y se procedié a secuenciar (Figura 13).
Seguidamente, se electropord A. tumefaciens con el pldsmido para expresar la proteasa del
TVMV, el plasmido de la proteasa vacio (CPMVZ) y las construcciones reporteras con uno,
dos y tres sitios de reconocimiento de la NlaPro del TVMV. Tras 6 dias, se procedio a la
correspondiente extraccion de antocianinas y su mediciébn por espectrofotometria

obteniéndose los resultados de la Figura 14.
A B

C P1L P2 M C R1R2 M C C1 c

Figura 12. Resultados de minipreps de (A) Proteasa de TVMV y construccién reportera con un sitio de
reconocimiento.C corresponde al control, la proteasa de TVMV obtenida previamente en el laboratorio;
P1 y P2 corresponden a las dos réplicas de la proteasa del TVMV; R1 y R2 a las dos réplicas de la
construccion del sitio de reconocimiento del TVMV. (B) Plasmido vacio (CPMVZ). C corresponde al
control, que es el plasmido vacio obtenido previamente en el laboratorio; C1 y C2 corresponden a dos
réplicas del plasmido vacio CPMVZ'. En todos los casos, M corresponde al marcador de peso molecular
de 1kb
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Figura 13. Resultados de PCR y extraccion de plasmidos para dos y tres sitios de reconocimiento de
TVMV. (A) Resultados de PCR con dos y tres sitios de reconocimiento en la construccion reportera
para TVMV. C1 y C2 corresponden a los controles, C1 corresponde a la construccién con un sitio de
reconocimiento de TVMV obtenida previamente en el laboratorio y C2 es el control de la PCR, sin ADN
molde; 2.1, 2.2, 3.1 y 3.2 corresponden a las construcciones reporteras con 2 y 3 sitios de
reconocimiento, 2.1 y 3.1 poseen 6 ul del producto de PCR, y 2.2 y 3.2 poseen 14 ul de producto de
PCR. (B) Resultados de las minipreps correspondientes a dos y tres sitios de reconocimiento en la
construccion reportera para TVMV. C corresponde al control, que es TVMV con 1 sitio de
reconocimiento; 2.1-2.6 corresponden a las construcciones con 2 sitios de reconocimiento; 3.1-3.6 las
construcciones con 3 sitios de reconocimiento. Entodos los casos, M es el marcador de peso molecular
es de 1kb.
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Figura 14. Acumulacion de antocianinas en los controles sin proteasa (barras azules) y las muestras
con proteasa (barras naranjas), para construcciones reporteras con 1, 2 y 3 sitios de reconocimiento.
Los datos representan la media de 3 réplicas + error tipico (SE). Diferentes letras indican diferencias
significativas estadisticamente de acuerdo con el Test de Duncan (p<0,05).

El andlisis de los resultados permite concluir que cuando hay tres sitios de reconocimiento en
la construccion reportera, se produce un aumento substancial en la acumulacién de
antocianinas. Estos resultados indican un posible camino para optimizar las construcciones
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genéticas en el caso de NlaPros poco eficientes. Multiplicando el nimero de dianas se

consigue aumentar la eficiencia del corte.

5.3. Optimizacién de las construcciones de los sitios de reconocimiento para las
NlaPros que muestran expresion de antocianinas en ambos casos

Para aquellos virus que tanto en el control como cuando esta presente la proteasa se observa
acumulacion de antocianinas, se propuso aumentar el fragmento inhibitorio de NIb. Este
objetivo se abordo con la proteasa del HOMV. Si se acumulan antocianinas tanto en el control
como cuando esta presente la proteasa es porque el fragmento Nlb de 100 aminoéacidos no
es lo suficientemente grande como para inhibir la actividad del factor de transcripcién Roseal.
En esta situacion independientemente de la presencia o ausencia de la NlaPro, se acumulan

antocianinas sin diferencias significativas.

Mediante PCR se aumenté el tamafio de la Nlb de 100 a 200, 300, 400 y a la NIb completa.
En estas cinco PCRs (Figura 15) se utiliz6 como ADN molde, las construcciones utilizadas
con estas mismas longitudes de NIb para la NlaPro del TEV (Cordero et al., 2018), y como
cebadores fosforilados, los utilizados anteriormente para cambiar el sitio de reconocimiento

de la construccion reportera, el D3048 y el D3049 (Tabla 3).

A B Cc

M C N4 N3 N2 NITN M M C M4

Figura 15. Electroforesis de PCRs de las NIb. En todos los casos, M corresponde al marcador de peso
molecular de 1kb, C al control de la PCR, sin ADN molde. N4 a la construccion con la Nlb de 400, N3
a la construccion con la NIb de 300, N2 a la construccion con la NIb de 200, N1 a la construccion con
la Nlb de 100 y TN a la construccion con la NIb entera. (A) Se escogieron las bandas de NIb300 y Toda
la NIb. (B) Se escogi6 la banda de la N1b400 (C) Se escogi6 la banda de la N1b200.

Una vez separados los productos de PCR por electroforesis, se cort6 y se purificé las bandas
deseadas. Seguidamente, se ligaron los plasmidos y se purific la ligacion. Seguidamente se
transformo E. coli y se plagued. Se escogieron colonias y se dejaron crecer toda la hoche en
medio liquido. Finalmente, se realizé la extraccion de plasmidos con la consiguiente
electroforesis (Figura 16). Se secuencid, y una vez se tuvo la total certeza de que las

secuencias eran las adecuadas, se transformé A. tumefaciens, se plaqued y a los tres dias se
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picaron colonias y se dejaron crecer en medio liquido durante una noche. Al dia siguiente, se
midi6 la OD (que debia estar entre 0,5 y 1,5) y se prosiguid a agroinfiltrar hojas de N.

benthamiana.

M C 41424344 45463.13.233 34353.62.12.223242526T17T2 T3 T4T5T6 M

M C 2122 23 24 25 26 2.7 28

Figura 16. Electroforesis de extraccién de plasmidos. (A) Electroforesis de donde se obtienen todos los
sitios de reconocimiento con diferentes NIb excepto de la NIb200. De 4.1 a 4.6. corresponde a las
réplicas con una NIb de 400; de la misma manera 3.1 a 3.6. a las replicas de la NIb de 300; de 2.1 a
2.6. a las replicas de la NIb de 200 y T.1 a T.6. a las réplicas con toda la NIb. (B) Electroforesis de
donde se obtiene la NIb 200. 2.1-2.8 corresponde a las réplicas con una NIb de 200. En todos los casos,
M corresponde al marcador de peso molecular de 1kb, C al control correspondiente a la construccion
reportera de HoMV con NIb de 100 aminoacidos utilizada en el experimento previo.
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Figura 17. Acumulacion de antocianinas en los controles sin proteasa (barras azules) y las muestras
con proteasa (barras naranjas), para construcciones reporteras con longitud de NIb de 100, 200, 300,
400 aminoacidos y NIb entera. Los datos representan la media de 3 réplicas + error tipico (SE).
Diferentes letras indican diferencias significativas estadisticamente de acuerdo con el Test de Duncan
(p<0,05).

El analisis de los resultados permite determinar que el fragmento de la Nlb que es capaz de
inhibir al factor de transcripcion Roseal es la de 200 aminoéacidos de longitud. No obstante,
se observa que para las longitudes de 300 y 400 amino&cidos, y de la NIb entera, no hay
sobreexpresion de antocianinas ni en el control ni en presencia de la NlaPro. Esto puede ser
debido a que el tamafio de la NIb impida estéricamente el corte por parte de la NlaPro,
habiéndose obtenido asi esta baja eficiencia de corte con las NIb méas grandes. Esto viene
apoyado por el valor que se ha obtenido para la NIb de 200 amino&cidos en presencia de la
NlaPro, donde se observa acumulaciéon de antocianinas, con una eficiencia de corte baja, pero
mayor que cuando la construccion reportera tiene fragmentos de NIb mayores.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha analizado la eficiencia de las NlaPro del TVMV, TEV, LMV, SMV, TuMV, OYDV,
HoMV, PVMV, PPV y PVY para procesar sus correspondientes dianas peptidicas,

siendo TEV el virus cuya NlaPro posee mejores caracteristicas.

2. Se ha determinado qué construccion reportera es la adecuada para trabajar con los
virus que no presentan acumulacion de antocianinas en ningun caso, el OYDV, SMV
y TVMV. En estos casos se ha concluido que es necesario aumentar el nimero de
sitios de reconocimiento de las NlaPro en la construccién reportera, siendo 3 sitios de

reconocimiento los adecuados para trabajar con la NlaPro del TVMV.

3. Se ha determinado qué construccion reportera es la adecuada para trabajar con los
virus que presentan acumulacion de antocianinas sin y con NlaPro, el HoMV, PVMV,
LMV y PVY. Para estos casos se ha concluido que es necesario aumentar el tamafio
del fragmento inhibitorio de NIb en las construcciones reporteras. Para el HOMV, se ha

determinado que el fragmento de NIb adecuado es de 200 aminoacidos.
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8. ANEXO |

>pG53CPMVZ [P44] (4 421 pb)

GCGGCCGCGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAA
ATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCC
ACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTC
CACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCA
TTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTA
AACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGAT
CGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGG
CGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCT
GTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGA
GGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAA
CAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGAAGGAG
ACCGCGGGAAAGCGGGCAGTG

ATGATTACGCCAAGCGCGC GGGAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCG
ACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGG
TGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGG
GAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG
GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGGGCGGGTCTCGCTCTGGT
TTCATTAAATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTG
CTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGA
CACAAAAAGATTTTAATTTTATTCGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTCTCCA
TAAATAATGTGTGAGTAGTTTCCCGATAAGGGAAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATAT
AAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATC
CAGGGGCCCTCGACGTTCCTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACTAAGTCGCTGTATGTGTTTGTTTGAGATCC
TCTAGGGCATGCAAGCTGATCTGGATCTCATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCG
CGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGC
GAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCC
TGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGT
ATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCG
CCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTA
ACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTA
GAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAGAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCG
GCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTC
AAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCA
TGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATAT
ATGTGTAACATTGGTCTAGTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGAT
TATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGCAGGCAGTTCCATAGGATGG
CAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAA
TAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTT
TCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTC
GTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACC
GGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTG
TTTTCCCTGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAG
GCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACAACATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTT
TCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGGTAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGC
GAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTTGAGCAAGACGTTTCCCGTT
GAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTT
TATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGT
TGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAACT
GGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCGA
TCCCCATCCAACAGCCCGCCGTCGAGCGGGCTTTTTTATCCCCGGAAGCCTGTGGATAGAGGGTAGTTATCCACG
TGAAACCGCTAATGCCCCGCAAAGCCTTGATTCACGGGGCTTTCCGGCCCGCTCCAAAAACTATCCACGTGAAAT
CGCTAATCAGGGTACGTGAAATCGCTAATCGGAGTACGTGAAATCGCTAATAAGGTCACGTGAAATCGCTAATCA
AAAAGGCACGTGAGAACGCTAATAGCCCTTTCAGATCAACAGCTTGCAAACACCCCTCGCTCCGGCAAGTAGTTA
CAGCAAGTAGTATGTTCAATTAGCTTTTCAATTATGAATATATATATCAATTATTGGTCGCCCTTGGCTTGTGGA
CAATGCGCTACGCGCACCGGCTCCGCCCGTGGACAACCGCAAGCGGTTGCCCACCGTCGAGCGCCTTTGCCCACA
ACCCGGCGGCCGGCCGCAACAGATCGTTTTATAAATTTTTTTTTTTGAAAAAGAAAAAGCCCGAAAGGCGGCAAC
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CTCTCGGGCTTCTGGATTTCCGATCCCCGGAATTAGATCCGTTTAAACTACGTAAGATCGATCT
EEIEEEIE G T T CCTGCGGCGGTCGAGATGGATCT] GTTCCT

Vector en azul. Polylinker con doble sitio Eco31I en negrita (reconocimiento fondo amarillo,
corte subrayado) Secuencias en verde. Sitios Notl y Apal sobre fondo
amarillo. Promotor 35S en rojo con el nucleétido +1 de la transcripcidbn subrayado.
Terminador 35S en fucsia con sitio de procesamiento y poliadenilacion subrayado. Origen de
replicacion pUC minimo sobre fondo gris con el nucleétido donde empieza la replicacién doble
subrayado. Marcador de seleccion kanamicina (secuencia complementaria) sobre fondo gris
oscuro. Origen de replicacion pSa sobre fondo gris. RB con secuencia overdrive (subrayada)
sobre fondo amarillo y [l sobre fondo rojo. En LacZ’ (cursiva; la orientacion no se
ha determinado experimentalmente): promotor lac sobre fondo dorado. Secuencia de lacZ’
en azul. Cebador directo subrayado, cebador erso subrayado a puntos. Promotor T7
sobre fondo azul con nt +1 y +2 en amarillo. sobre fondo rojo connt +1y +2 en
amarillo. Sitios Sacl-Kpnl subrayado.

>pGR1-tev-Nigo [TCC] (4895 pb)
GCGGCCGCGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAA
ATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCC
ACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTC
CACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCA
TTTGGAGAGG

CTACAGAGAACCTCTACT
TTCAATCAGGTACAAGTAGAAAGGAGAGATGGCGTTTTGGATGCCATGGAAGGGAATTTGGTTGCTTGTGGGCAAG
CTGACAGCGCGCTAGTGACAAAGCATGTGGTTAAAGGAAAATGCCCTTATTTTTCACAATATCTCTCATTGCACA
ATGAAGCAAAACAGTTCTTTGAGCCATTGATGGGGGCATACCAGCCAAGCCGGTTAAATAAAGACGCTTTCAAGA
AAGATTTCTTTAAATACAACAAACCGGTAGTTTTGAATGAAGTTGATTTTAACGCTTTCGAGAAAGCAGTTGAGG
GAGTGATAACAATGTAA

CGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAA
ATCTATCTCTCTCTATTTTCTCCATAAATAATGTGTGAGTAGTTTCCCGATAAGGGAAATTAGGGTTCTTATAGG
GTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAA
TTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGGGGCCCTCGACGTTCCTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACTAAGTC
GCTGTATGTGTTTGTTTGAGATCCTCTAGGGCATGCAAGCTGATCTGGATCTCATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAA
AGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAA
ATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAAC
CCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTAT
CGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGT
GGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAA
GAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGA
TTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAA
ACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAA
GTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGTGTAACATTGGTCTAGTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAA
ACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACT
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CACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAAC
CTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGA
ATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCG
CATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAAT
TACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGAT
ATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCTGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGA
TAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACAACAT
TGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGGTAGATTGTCG
CACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCG
GCCTTGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGECTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTT
TTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTT
GAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAA
AGCAAAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGC
TGGATGATGGGGCGATTCAGGCGATCCCCATCCAACAGCCCGCCGTCGAGCGGGCTTTTTTATCCCCGGAAGCCT
GTGGATAGAGGGTAGTTATCCACGTGAAACCGCTAATGCCCCGCAAAGCCTTGATTCACGGGGCTTTCCGGCCCG
CTCCAAAAACTATCCACGTGAAATCGCTAATCAGGGTACGTGAAATCGCTAATCGGAGTACGTGAAATCGCTAAT
AAGGTCACGTGAAATCGCTAATCAAAAAGGCACGTGAGAACGCTAATAGCCCTTTCAGATCAACAGCTTGCAAAC
ACCCCTCGCTCCGGCAAGTAGTTACAGCAAGTAGTATGTTCAATTAGCTTTTCAATTATGAATATATATATCAAT
TATTGGTCGCCCTTGGCTTGTGGACAATGCGCTACGCGCACCGGCTCCGCCCGTGGACAACCGCAAGCGGTTGCC
CACCGTCGAGCGCCTTTGCCCACAACCCGGCGGCCGGCCGCAACAGATCGTTTTATAAATTTTTTTTTTTGAAAA
AGAAAAAGCCCGAAAGGCGGCAACCTCTCGGGCTTCTGGATTTCCGATCCCCGGAATTAGATCCGTTTAAACTAC
GTAAGATCGATCT| GTTCCTGCGGCGGTCGAGATGGATCT S
GTTCCT

|

BEEH <n rojo sobre fondo negro, seguido de una secuencia de reconocimiento NlaPro-a2 del
TEV en morado (sitio de corte resaltado sobre fondo azul) y Nlbige de WMV-Vera (300 nt)
en negrita con codon de parada en granate. Vector en azul. Secuencias 5’ v 3’ UTR del CPMV
en verde. Sitios Notl y Apal sobre fondo amarillo. Promotor 35S en rojo con el nucledtido +1
de la transcripcion subrayado. Terminador 35S en fucsia con sitio de procesamiento y
poliadenilacion subrayado. Origen de replicacion pUC minimo sobre fondo gris con el
nucleo6tido donde empieza la replicacién doble subrayado. Marcador de seleccion kanamicina
(secuencia complementaria) sobre fondo gris oscuro. Origen de replicacién pSa sobre fondo
gris. RB con secuencia overdrive (subrayada) sobre fondo amarillo y [iSilEHIIE sobre fondo
rojo.

>pG53TEV (4631 pb)

GCGGCCGCGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAA
ATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCC
ACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTC
CACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCA
TTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAAACCTTCTTCTA
AACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGAT
CGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGG
CGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCT
GTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGA
GGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAAA
CAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGAAI

CTCTGGTTTCATTAAATTTTCT

TN
w



CGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTCTCCATAAATAATGTGTGAG
TAGTTTCCCGATAAGGGAAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTA
TGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGBGGCCCTCGACG
TTCCTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACTAAGTCGCTGTATGTGTTTGTTTGAGATCCTCTAGGGCATGCAAG
CTGATCTGGATCTCATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTT
TCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC
TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGAT
ACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGT
AGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACT
ATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAG
CGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTG
GTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAGAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCG
CTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGA
TCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAA
GGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGTGTAACATTGGT
CTAGTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATT
TTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATC
GGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTG
AGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAA
CAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAG
CGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTG
CCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCTGGGATCG
CAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCA
GCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACAACATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTG
GCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGGTAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACC
CATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTTGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAA
CACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGT
AACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCA
CGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGT TCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACA
AAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCGATCCCCATCCAACAGC
CCGCCGTCGAGCGGGCTTTTTTATCCCCGGAAGCCTGTGGATAGAGGGTAGTTATCCACGTGAAACCGCTAATGC
CCCGCAAAGCCTTGATTCACGGGGCTTTCCGGCCCGCTCCAAAAACTATCCACGTGAAATCGCTAATCAGGGTAC
GTGAAATCGCTAATCGGAGTACGTGAAATCGCTAATAAGGTCACGTGAAATCGCTAATCAAAAAGGCACGTGAGA
ACGCTAATAGCCCTTTCAGATCAACAGCTTGCAAACACCCCTCGCTCCGGCAAGTAGTTACAGCAAGTAGTATGT
TCAATTAGCTTTTCAATTATGAATATATATATCAATTATTGGTCGCCCTTGGCTTGTGGACAATGCGCTACGCGC
ACCGGCTCCGCCCGTGGACAACCGCAAGCGGTTGCCCACCGTCGAGCGCCTTTGCCCACAACCCGGCGGCCGGCC
GCAACAGATCGTTTTATAAATTTTTTTTTTTGAAAAAGAAAAAGCCCGAAAGGCGGCAACCTCTCGGGCTTCTGG
ATTTCCGATCCCCGGAATTAGATCCGTTTAAACTACGTAAGATCGATC T

TTCCTGCGGCGGTCGAGATGGATCT S G T TCC T

Vector en azul. Polylinker con doble sitio Eco31l en negrita (reconocimiento fondo amarillo,
corte subrayado) Secuencias en verde. Promotor 35S en rojo con el
nucledtido +1 de la transcripcion subrayado. Terminador 35S en fucsia con sitio de
procesamiento y poliadenilacion subrayado. Origen de replicacion pUC minimo sobre fondo
gris con el nucleétido donde empieza la replicacién doble subrayado. Marcador de seleccién
kanamicina (secuencia complementaria) sobre fondo gris oscuro. Origen de replicacion pSa
sobre fondo gris. RB con secuencia overdrive (subrayada) sobre fondo amarillo y

sobre fondo rojo. Secuencia NlaPro en

44



	1. INTRODUCCIÓN
	1.1 La biología sintética
	1.2 Virus de plantas
	1.3 Potyvirus
	1.4 Virus del grabado del tabaco y su NIaPro
	1.5 Las antocianinas y el factor de transcripción Rosea1

	2. OBJETIVOS
	3. MATERIALES
	3.1 Material vegetal
	3.1.1 Material vegetal para agroinoculación
	3.1.2 Extracción de virus de tejido infectado

	3.2 Material bacteriano
	3.3 Plásmidos

	4. MÉTODOS.
	4.1 Fosforilación de cebadores de ADN en 5’
	4.2 Amplificación de ADN por PCR y PCR en gradiente
	4.3 Amplificación de ARN por transcripción inversa (RT) con M-MuLV
	4.4 Electroforesis en gel de agarosa
	4.5 Elución de ácidos nucleicos a partir de un gel de agarosa
	4.6 Ligación
	4.7 Purificación de ácidos nucleicos de una solución
	4.8 Digestión de ADN
	4.9. Ensamblaje Gibson
	4.10 Electroporación de E. coli con plásmidos
	4.11 Electroporación de plásmidos en A. tumefaciens
	4.12 Crecimiento de células en medio de cultivo sólido
	4.13 Crecimiento de colonias aisladas en medio de cultivo líquido
	4.14 Extracción de plásmidos (minipreps)
	4.15. Miniprep de ARN total con columnas de gel de sílice
	4.16 Secuenciación
	4.17 Agroinoculación de plantas
	4.18 Extracción, análisis espectrofotométrico de antocianinas y cuantificación

	5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	5.1. Eficiencia y especificidad de corte de las NIaPros virales
	5.1.1 Obtención de las construcciones con las NIaPros
	5.1.2 Obtención de las construcciones con los sitios de reconocimiento de las proteasas virales
	5.1.3. Análisis del procesamiento

	5.2. Optimización de las construcciones con los sitios de reconocimiento para las NIaPros que no muestran acumulación de antocianinas en ningún caso
	5.3. Optimización de las construcciones de los sitios de reconocimiento para las NIaPros que muestran expresión de antocianinas en ambos casos

	6. CONCLUSIONES
	7. BIBLIOGRAFÍA
	8. ANEXO I

