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Resumen

RESUMEN

El trabajo incluido en esta tesis esta encuadrado en un proyecto
cuyo objetivo general es el desarrollo de un vector viral eficiente de
expresion o silenciamiento de genes, basado en el virus del
manchado foliar de los citricos (Citrus leaf blotch virus, CLBV), que se
pueda utilizar como una herramienta genética para: 1) evaluar de
forma rapida la funcion de genes de citricos u otros organismos que
pudieran ser utiles para la mejora genética del cultivo y 2) para
obtener plantas resistentes o tolerantes a patogenos y plagas de
citricos.

Para desarrollar un vector viral a partir del genoma de CLBV
era necesario disponer de un clon infeccioso del virus y de métodos
eficientes de inoculacion del mismo en plantas de citricos. Al inicio
de este trabajo so6lo se disponia de informacion sobre la construccion
de un clon infeccioso del aislado T36 del virus de la tristeza de los
citricos (Citrus Tristeza virus, CTV) y de su inoculacion en plantas de
citricos. El tinico sistema que permitid la infeccion con este clon fue la
inoculacion de transcritos de RNA del genoma del virus en
protoplastos de Nicotiana benthamiana, seguido de una amplificacion
de los viriones generados en ellos mediante sucesivos pases a nuevos
protoplastos y la inoculacion mecdnica de los mismos en citricos.
Para reproducir el sistema genético desarrollado con CTV, se
construy6o un clon infeccioso de cDNA del genoma completo de
CLBV bajo el promotor T7 del fago lambda y se pusieron a punto
protocolos para el aislamiento de protoplastos de N. benthamiana, N.
occidentalis y cidro Etrog. CLBV replicd en protoplastos de las tres
especies transfectados con viriones purificados, aunque el nivel de
replicacion fue muy bajo y sélo se detectd a partir de 4-5 dias post
inoculacion (dpi), que es el tiempo maximo de supervivencia de los
protoplastos en nuestras condiciones de trabajo. La multiplicacion
del virus en protoplastos inoculados con transcritos de CLBV fue
menor, detectdndose so6lo en algunos experimentos de transfeccion
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de protoplastos de N. benthamiana. Finalmente, la inoculacién
mecdanica directa de plantas de citricos o de N. benthamiana y N.
occidentalis con transcritos de RNA del virus fue infructuosa, a pesar
de que estos transcritos eran capaces de infectar protoplastos.

Antes de modificar el clon infeccioso de CLBV para convertirlo
en un vector viral eficiente, era necesario conocer la estrategia de
expresion del genoma viral y caracterizar las secuencias implicadas
en el reconocimiento y promocion de la sintesis de los RNAs
subgendmicos (sgRNAs) para poder duplicar un promotor y
expresar genes o fragmentos de genes mediante la formacion de un
nuevo sgRNA. Los estudios para caracterizar in vivo las secuencias
implicadas en la promocion de los sgRNAs de virus de plantas se
realizaron mediante la inoculacion de transcritos del virus en
protoplastos. Sin embargo, como el nivel de acumulacion de CLBV
en protoplastos inoculados con transcritos era muy bajo resultaba
imposible utilizar este sistema genético. En el laboratorio se disponia
de un clon infeccioso del genoma completo de CLBV bajo el
promotor 355 de CaMV (IC-CLBV). Con este clon hemos
desarrollado un sistema genético para caracterizar el promotor del
sgRNA de la capsida de CLBV (CP-sgRNA) in vivo, introduciendo
directamente el cDNA en las células mediante agroinfiltracion de
hojas de N. benthamiana. Para mapear el promotor del CP-sgRNA de
CLBV se construyeron varios mutantes a partir del clon IC-CLBV
mediante supresion de nucleotidos y mutagénesis dirigida. Los
resultados obtenidos indican que la posible secuencia promotora del
CP-sgRNA estd comprendida entre los nucledtidos -67 y +50 con
respecto al inicio de transcripcion, por lo tanto seria suficiente una
region nucleotidica igual o inferior a 117 nt para controlar la
produccion del CP-sgRNA. Sorprendentemente, la supresion de
segmentos de tamafo creciente entre el inicio de traducciéon del gen
de la CP y el inicio de transcripcién del CP-sgRNA indujo mayor
acumulacion de dicho sgRNA, sugiriendo que esta secuencia podria
modular negativamente la transcripcion del CP-sgRNA.
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En la secuencia de CLBYV, el hexanucleotido GAAAAG esta
presente en el extremo 5 del gRNA y de los dos sgRNAs 3’
coterminales del virus. En este trabajo se estudid la importancia de
esta secuencia en la sintesis del CP-sgRNA. Para ello se realizaron
sustituciones y supresion de los distintos nucledtidos que la
componen mediante mutagénesis dirigida. Las mutaciones del
primer y segundo nucledtidos indujeron una disminucion drastica en
la acumulacion del CP-sgRNA, sugiriendo que juegan un papel
importante en el reconocimiento por parte de la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp) de CLBV para la transcripcion del CP-
sgRNA. Por otra parte, la supresion de una A en el hexanucledtido o
las mutaciones de la G (+6) no alteraron la acumulacion del CP-
sgRNA, sugiriendo que dichos nucleétidos no son esenciales para el
reconocimiento por la RdRp.

Por otro lado, para contrarrestar el mecanismo de defensa de las
plantas activado durante la infeccién viral, que estd basado en el
silenciamiento génico postranscripcional, muchos virus de plantas
expresan proteinas supresoras que inhiben este silenciamiento a
distintos niveles. Los virus con supresores muy potentes se pueden
usar como vectores de expresion pero no son adecuados para su uso
como vectores de silenciamiento porque el supresor podria interferir
con la maquinaria de silenciamiento de la planta, impidiendo el
silenciamiento del gen a estudiar. El estudio de los supresores de
silenciamiento de CLBV mostr6 que tnicamente la proteina de
movimiento del virus fue capaz de suprimir el PTGS (Post-
transcriptional gene silencing) a nivel intracelular, pero no célula a
célula ni a larga distancia. Esta proteina mostré una capacidad de
supresion débil en comparacion con otras proteinas de actividad
supresora conocida. La proteina supresora del silenciamiento de
CLBV actua interfiriendo con la maquinaria del silenciamiento
después de la generacion de los siRNAS (pequenios RNAs
interferentes).
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SUMMARY

The work presented in this PhD memory is included in a project
whose main objective is the development of an efficient viral vector
based on Citrus Leaf Blotch Virus (CLBV) for expressing or silencing
genes in citrus. We expect to use this vector as a genetic tool for: 1)
rapid function evaluation of citrus genes or genes from other species
that could be useful for the genetic improvement of citrus species,
and 2) obtaining resistant or tolerant plants against citrus specific
pathogens or diseases.

To develop a viral vector based on CLBV genome it was
necessary to have an infectious cDNA clone of the virus, and also
efficient methods for inoculating CLBV in citrus plants. At the
beginning of this work the only system available for citrus was an
infectious clone from the Citrus tristeza virus (CTV). The only system
allowing infectivity of this clone was inoculation of viral genomic
RNA transcripts in Nicotiana benthamiana protoplasts, followed by
amplification of the virions generated by successive serial passaging
to new protoplasts and then mechanical virion inoculation to citrus
plants. To reproduce the genetic system developed for CTV, we
generated a cDNA infectious clone of the complete genome of CLBV
under the T7 promoter of phage lambda, and we developed
protocols for protoplast isolation from N. benthamiana, N. occidentalis
and citron. CLBV replicated in protoplasts of these three species
when transfected with purified virions, albeit replication level was
low and CLBV could only be detected after 4-5 days post inoculation
(dpi), which is the maximum time of protoplast survival in our
experimental conditions. Viral multiplication in protoplasts
inoculated with CLBV RNA transcripts was lower, and viral RNA
could be detected only in a few transfections of N. benthamiana
protoplasts. Finally, direct mechanical inoculation of citrus, N.
benthamiana and N. occidentalis plants with viral RNA transcripts was
unsuccessful, even if those transcripts were able to infect protoplasts.
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Before converting the CLBV infectious clone into an efficient
viral vector, it was necessary a better understanding of the
expression strategy of the viral genome and characterizing the
sequences involved in promotion of subgenomic RNA (sgRNA)
synthesis, to duplicate its promoter and express foreign genes or
gene fragments by formation of a new sgRNA. In wvivo
characterization of the sequences involved in sgRNA promotion of
plant viruses has been done by inoculating protoplasts with viral
RNA transcripts. However, because CLBV accumulation level in
protoplasts inoculated with viral transcripts was too low we couldn’t
use this genetic system. Availability of an infectious cDNA clone of
the complete CLBV genome under the CaMV 355 promoter (IC-
CLBV) allowed us to develop a genetic system to characterize in vivo
the sgRNA promoter of the CLBV coat protein gene (CP-sgRNA), by
introducing the cDNA directly into the plant cells via Agrobacterium-
mediated infiltration of N. benthamiana leaves. To map the CLBV CP-
sgRNA promoter we generated several mutants from the IC-CLBV
clone by nucleotide deletion and site-directed mutagenesis. Our
results show that the CP-sgRNA promoter is located between
nucleotides -67 and +50 from the transcription start site, and thus a
177 nucleotide segment or less would be enough to control the CP-
sgRNA synthesis. Surprisingly, deletion of increasing fragments
between the translation start site of the CP gene and the transcription
start site of the CP-sgRNA induced higher sgRNA accumulation,
suggesting that this sequence might modulate CP-sgRNA
transcription.

In the CLBV sequence, the GAAAAG hexanucleotide is present
at the 5 end of the gRNA and the two 3" coterminal sgRNAs of the
virus. To assess the importance of this hexanucleotide in the CP-
sgRNA synthesis we generated mutants at different positions by
deletion and site-directed mutagenesis. Mutation of the first and
second nucleotides induced a drastic reduction in CP-sgRNA
accumulation, suggesting that these nucleotides are important in the

XVI



Summary

recognition by the CLBV RNA polymerase (RdRp) for CP-sgRNA
transcription. On the other hand, elimination of an A from the
hexanucleotide or mutations of G (+6) did not affect CP-sgRNA
accumulation, suggesting that these nucleotides are not essential for
RdRp recognition.

Finally, to counteract plant defense mechanism based on
posttranscriptional gene silencing, many viruses express proteins
that inhibit this silencing at different levels. Viruses with strong
silencing suppressors can be used as expression vectors but are not
adequate as silencing inducing vectors (VIGS) because the
suppressor might interfere with the plant silencing machinery
(PTGS), thus impairing silencing of the gene of interest. Analysis of
the silencing suppressor proteins of CLBV showed that only its
movement protein was able to suppress intracellular PTGS, but not
cell to cell- or long distance silencing. This protein showed a weak
suppressor activity when compared to other well known silencing
suppressor proteins. CLBV silencing suppressor protein acts
interfering with host silencing machinery after siRNA (small
interfering RNA) generation.
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RESUM

El treball inclos en aquesta tesi esta enquadrat dins d'un
projecte que té com objetiu principal el desenvolupament d'un
vector viral eficient d'expressio o silenciament de gens, basat en
el virus del tacat foliar dels citrics (CLBV), que es puga utilitzar
com una ferramenta genetica per : 1) avaluar de forma rapida la
funcié de gens de citrics o altres organismes que pogueren ser
utils per a la millora genetica del cultiu i 2) obtindre plantes
resistents o tolerants a patogens i plagues de citrics.

Per al desenvolupament dun vector viral a partir del
genoma de CLBV era necessari disposar d'un clon infeccids del
virus i de metodes eficients per la seua inoculacio en plantes de
citrics. A l'inici d'aquest treball només es disposava
d'informacié sobre 1'obtencié d'un clon infeccios de 1'aillat T36
del virus de la tristesa dels citrics (CTV) i de la seua inoculacié
en plantes de citrics. L'inic sistema que va permetre la infeccié
amb aquest clon va ser la inoculacié de transcrits del genoma
del virus en protoplasts de N. benthamiana, seguit d'una
amplificacié dels virions generats en ells per mitja de successius
passes a nous protoplasts i la seua inoculacid mecanica en
citrics. Per reproduir el sistema genetic desenvolupat amb CTV,
es va construir un clon infecciés de cDNA del genoma complet
de CLBV sota el promotor T7 del fag lambda i es va posar a
punt protocols per l'aillament de protoplasts de N. benthamiana,
N. occidentalis i cidro Etrog. CLBV va replicar en protoplasts de
les tres especies transfectades amb virions purificats, encara que
el nivell de replicacié va ser molt baix i només es va detectar a
partir de 4-5 dies post inoculacio (dpi), coincidint amb el temps
maxim de supervivencia dels protoplasts en les nostres
condicions de treball. La multiplicacid del virus en protoplasts
inoculats amb transcrits de CLBV va ser menor, detectant-se
només en alguna de les transfeccions de protoplasts de N.
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benthamiana. Finalment, la inoculacid0 mecanica directa de
plantes de citrics o de N. benthamiana i N. occidentalis amb
transcrits del virus va ser infructuosa, encara que aquestos eren
capacos d'infectar protoplasts.

Abans de modificar el clon infeccios de CLBV per a
convertir-ho en un vector viral eficient, era necessari conéixer
l'estrategia d'expressié del genoma viral i caracteritzar les
seqliencies implicades en el reconeixement i la sintesi dels
RNAs subgenomics (sgRNAs) per tal de poder duplicar el
promotor i expressar gens o fragments de gens per mitja de la
formacié d'un nou sgRNA. La majoria dels estudis per a
caracteritzar in vivo les seqliencies implicades en la sintesi dels
sgRNAs de virus de plantes han utilitzat la inoculacié de
transcrits del virus en protoplasts. En el nostre cas, com que el
nivell d'acumulaci6 de CLBV en protoplastos inoculats amb
transcrits era molt baix resultava impossible utilitzar aquest
sistema genetic. En el laboratori es disposava d"un clon infeccids
del genoma complet de CLBV sota el promotor 355 de CaMV
(IC-CLBV). Amb aquest clon hem desenvolupat un sistema
genetic per a caracteritzar el promotor del sgRNA de la capsida
de CLBV (CP-sgRNA) in vivo, introduint directament el cDNA
en les celllules per mitja d'agroinfiltracié de les fulles de N.
benthamiana. Per al mapatge el CP-sgRNA de CLBV es van
construir diversos mutants a partir del clon IC-CLBV per mitja
de supressio de nucleotids i mutagenesi dirigida. Els resultats
obtinguts indiquen que la possible seqiiéncia promotora del CP-
sgRNA esta compresa entre els nucleotids -67 i +50 respecte a
l'inici de transcripcid, per tant seria suficient una regio
nucleotidica igual o inferior a 117 nt per a controlar la produccio
del CP-sgRNA. Sorprenentment, la supressio de segments de
grandaria creixent entre l'inici de traduccié del gen de la CP i
l'inici de transcripcié del CP-sgRNA va induir major
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acumulacio del dit sgRNA, suggerint que aquesta seqiiencia
podria modular la transcripcio del CP-sgRNA.

En la seqliencia de CLBV, I'hexanucleotid GAAAAG esta
present en l'extrem 5 del gRNA i en els dos sgRNAs 3’
coterminals del virus. En aquest treball es va estudiar la
importancia d” aquesta seqiiencia en la sintesi del CP-sgRNA.
Per a aix0 es van realitzar mutacions i supressio dels diferents
nucleotids que la componen per mitja de mutagenesi dirigida.
Les mutacions del primer i segon nucleotid van induir una
disminucié drastica de l'acumulacio del CP-sgRNA, suggerint
que aquestos nucleotids juguen un paper important en el
reconeixement per part de la polimerasa (RdRp) de CLBV per a
la transcripci6 del CP-sgRNA. D'altra banda, la supressio d'una
A en l'hexanucleotid o les mutacions de la G (+6) no van alterar
l'acumulacié del CP-sgRNA, suggerint que aquestos nucleotids
no son essencials per al reconeixement de la RdRp.

Com a contradefensa al mecanisme de defensa de les
plantes davant de la infecci6 viral basat en el silenciament genic
postranscripcional, molts virus de plantes expressen proteines
que inhibixen aquest silenciament a diferents nivells. Els virus
que codifiquen supressors molt potents es poden usar com a
vectors d'expressio perd no son adequats per al seu us com a
vectors de silenciament (VIGS) ja que el supressor podria
interferir amb la maquinaria de silenciament de la planta
(PTGS), impedint el silenciament del gen a estudiar. L'estudi
dels supressors de silenciament de CLBV va mostrar que
unicament la proteina de moviment del virus era capag de
suprimir el PTGS a nivell intracelllular, perd no cellula a
cel'lula ni a llarga distancia. Aquesta proteina va mostrar una
capacitat de supressid debil en comparacié amb altres proteines
d'activitat supressora coneguda. La proteina supressora del
silenciament de CLBV acttia interferint amb la maquinaria del
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INTRODUCCION
1. Origen e importancia econdmica.

El término citricos engloba al conjunto de especies e hibridos
pertenecientes a los géneros Citrus, Poncirus y Fortunella, que estan
incluidos en la subfamilia Aurantioidea de la familia Rutaceae. Los
citricos son originarios del sudeste asidtico y su cultivo
probablemente se inicio en China. Actualmente el cultivo de los
citricos se extiende por la mayor parte de las regiones tropicales y
subtropicales del mundo comprendidas entre los paralelos 40° N y S.
En Espafia, se cultivan principalmente en las zonas costeras del Este
y del Sur de la peninsula, localizdndose sobre todo en lugares
proximos al litoral y en los valles de los rios.

Las especies citricas cultivadas se pueden englobar en cuatro
grandes grupos: las naranjas, que incluyen naranjas dulces (Citrus
sinensis (L.) Osb.) y amargas (C. aurantium L.); las mandarinas, que
incluyen satsumas (C. unshiu (Mak.) Marc.) y clementinas (C.
clementina Hort. ex Tan.); los limones (C. limon (L.) Burm. F.) y limas
(C. aurantifolia (Christm.) Swing.); y los pomelos (C. paradisi Mact.).

Los citricos constituyen el cultivo frutal de mayor importancia
economica en el mundo, con una superficie cultivada superior a los
7,6 millones de hectareas y una producciéon en torno a los 115
millones de toneladas (FAO, 2007). Espafia, con una superficie
dedicada a este cultivo cercana a las 300.000 Ha y una producciéon
anual que supera los 5 millones de toneladas, ocupa el quinto puesto
en cuanto a produccion total entre los paises productores a nivel
mundial, por detras de Brasil, Estados Unidos, China y México.

Espana es el primer pais productor de fruta fresca. Actualmente,
mas del 50% de la produccion se dedica a la exportacion, lo que
convierte a los citricos en una de las principales fuentes de entrada
de divisas. Al valor directo de la produccién hay que anadir el de
una fuerte actividad econdmica secundaria dependiente de este
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cultivo en forma de empresas de viveros, fertilizantes, confeccién de
la fruta, etc. Si a ello se aftade su valor social debido a la fuerte
demanda de mano de obra que el cultivo y comercializacion de los
frutos generan a lo largo del afo, se comprenderd la importancia de
la produccién citricola en Espana.

Debido a lo anteriormente expuesto es de vital importancia el
mantenimiento de la produccién y competitividad de este sector y
ello depende en gran medida de la disponibilidad de material
vegetal de alta calidad, tanto en variedades como en patrones.

2. Mejora genética de los citricos.

La mejora genética de citricos presenta importantes limitaciones
debido a su compleja biologia reproductiva. La mayoria de especies
y variedades son poliembrionicas debido a la apomixis o embrionia
nucelar, es decir producen embriones nucelares idénticos a la planta
madre, por ello en muchos casos no hay desarrollo del embrion
sexual.

Por otra parte, muchos genotipos de interés presentan
esterilidad parcial o total del polen y/o de los 6vulos, ademas de
autoincompatibilidad y de incompatibilidad entre ellos, lo que
complica su utilizacion como parentales.

Ademas, los citricos presentan largos periodos juveniles. En
zonas subtropicales necesitan hasta 8 afios para empezar a florecer y
fructificar, y unos afos mas para tener caracteristicas plenamente
adultas.

Otro problema de los citricos es su elevada heterozigosidad. Las
progenies presentan una gran segregacion de caracteres lo que hace
muy complicada la recuperacion de individuos con las caracteristicas
deseadas. Tampoco se conoce el modo de herencia de la mayoria de
los caracteres de interés agronomico.
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Debido a estos problemas, la realizacion de programas de
mejora clasica similares a los existentes en otras especies, obligaria a
evaluar durante muchos afios una gran cantidad de hectareas de
arboles individuales lo que es irrealizable en la practica. Esta es la
causa de que los patrones y variedades comerciales de citricos que se
han obtenido mediante programas de mejora sean muy escasos en el
mundo, limitdndose a alguna variedad de mandarino y algun
portainjerto. La practica totalidad de las variedades cultivadas
proceden de la seleccion de mutaciones espontdneas que se producen
en los citricos con relativa frecuencia.

Todas estas dificultades, unidas a la falta de marcadores
moleculares apropiados, complican la mejora de los citricos por
métodos clasicos. Una forma de acelerar la mejora de citricos es la
aproximacién gendmica, cuyo objetivo es la identificacion de genes
responsables de caracteres de interés agronomico. Con este objetivo,
en un proyecto conjunto IVIA, Universidad Politécnica de Valencia y
CSIC, dentro de la Accion Estratégica de Gendmica y Protedmica
financiado por la CICYT y la Conselleria d’Agricultura i Peixca
(http://genomica.ibmcp.upv.es) se obtuvieron 52 genotecas de cDNA
de distintos tejidos y estadios del desarrollo y de plantas sometidas a
diferentes estreses bidticos y abidticos (Forment et al., 2005 y datos
no publicados). La secuenciacion de los clones obtenidos en estas
genotecas ha generado una coleccion de 230.000 ESTs (Expressed
Sequence Tags). La posible funcién de algunos ESTs se ha inferido
por homologia con genes de otros organismos, pero mas del 50% de
ellos no presentan homologia con otros genes conocidos. Con estas
colecciones de ESTs se ha elaborado una micromatriz que contiene
21081 unigenes (Martinez-Godoy et al.,, 2008) y que estd siendo
utilizada por distintos grupos de investigacion para definir patrones
de expresion génica en distintos tejidos, estadios del desarrollo del
fruto (floracién, fructificacion, maduracion) (Cercos et al., 2006; Alds
et al., 2008) como respuesta a diversos tratamientos de estrés abidtico
(salinidad, sequia, deficiencia en hierro, etc.) (Agusti et al., 2008;
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Huerta et al., 2008) o bidtico (virus, hongos, etc.) (Gandia et al., 2007)
y para distinguir variedades (Ancillo et al., 2007).

La disponibilidad de secuencias y de perfiles de expresion
génica permite la identificacion de genes candidatos a participar en
un determinado proceso bioldgico, pero no aporta informacion sobre
su funcidn ni identifica cudles son los genes responsables de un
determinado proceso. Una estrategia utilizada en los tltimos afios
para determinar la funcion de genes es la genética reversa utilizando
el silenciamiento génico postranscripcional inducido por virus
(VIGS) (Virus-induced gene silencing). Esta estrategia consiste en la
sobre-expresion de un gen de la planta incluido en el genoma de un
virus (vector viral), lo que induce el PTGS de la planta produciendo
la degradacion del RNA homologo, y como consecuencia de ello la
planta muestra el fenotipo de la pérdida de funciéon del gen
analizado.

3. Silenciamiento génico mediado por RNA.
3.1. Antecedentes y funciones.

Las primeras evidencias de la existencia de un mecanismo de
silenciamiento génico mediado por RNA se obtuvieron en la década
de los 90 al estudiar la sobreexpresion del gen que codifica la
chalcona sintetasa en plantas de petunia. Dos grupos de
investigacion independientes comprobaron que la sobreexpresion de
este gen en petunias transgénicas provocaba en sus pétalos una
disminucion de la pigmentacion debido a una inesperada reduccion
en los niveles de expresion del correspondiente RNA mensajero
(mRNA) (Napoli et al., 1990; Van der Krol et al., 1990). Mas adelante
este mecanismo se identifico en otros organismos eucariotas, (Fire et
al., 1998; Kennerdell y Carthew, 1998; Zamore et al., 2005) lo que
permitid su caracterizacion.
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El silenciamiento génico es un mecanismo presente en los cuatro
reinos eucariotas (protozoos, hongos, plantas y animales) a excepcion
de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Baulcombe, 2004). Las
moléculas efectoras del silenciamiento génico son pequenas
moléculas de RNA (sRNAs) de 21 a 30 nt. Hay tres tipos de sRNAs
bien caracterizados que son los miRNAs (microRNAs), los siRNAs
(small interfering RNAs) y los piRNAs (piwiRNAs) aunque estos
ultimos solo estan presentes en animales. Se diferencian entre si por
su mecanismo de biogénesis ya que cada clase de sRNAs tiene
distintos tipos de transcritos primarios o precursores (Kutter y
Svoboda, 2008).

En los ultimos afios se han descubierto distintas funciones en las
que estd implicado el silenciamiento génico mediado por RNA y que
consisten en: i) control de la expresién de genes en momentos clave
del desarrollo y proliferaciéon (Carthew, 2006; Zhang et al.,, 2006;
Chapman y Carrington, 2007; Jones-Rhoades et al., 2006; Wang y Li,
2007), ii) defensa frente a virus, transposones y transgenes (Voinnet,
2005a; Li y Ding, 2006; Valli et al., 2009), y iii) regulaciéon de la
estabilidad del genoma (Baulcombe, 2004; Lippman y Martienssen,
2004; Wassengger, 2005; Vaucheret, 2006; Rodriguez-Campos y
Azorin, 2007). El silenciamiento puede ocurrir tanto en el nucleo
como en el citoplasma de las células (Matzke y Birchler, 2005). La
relevancia de cada una de las funciones del silenciamiento génico
mediado por RNA es variable entre los distintos organismos ya que,
mientras la regulacion de la expresion génica y el control de
elementos transponibles pueden funcionar en multitud de
organismos eucariotas, la defensa frente a virus parece tener mayor
relevancia en plantas e insectos (Baulcombe, 2004).

3.2. Mecanismo del silenciamiento.

El silenciamiento génico mediado por RNA se desencadena a
partir de RNAs bicatenarios (dsRNAs) o monocatenarios (ssRNAs)
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muy estructurados que pueden originarse a partir de la transcripciéon
en el ndcleo, durante las infecciones virales o por la acciéon de RNA
polimerasas dependientes de RNA (RNA-dependent RNA polymerase,
RDR) que lo sintetizan a partir de ssRNA. Estos RNAs son
reconocidos por enzimas tipo Dicer (Dicer-like, DCLs), que poseen
dominios tipo RNasa III (Fire et al., 1998; Bernstein et al., 2001;
Molnar et al., 2005; Liu et al., 2009). Dichas ribonucleasas generan
fragmentos pequefios de dsRNA (siRNAs) de 21 a 30 nucleétidos,
que contienen dos nucledtidos protuberantes en los extremos 3" de
sus cadenas de ambas polaridades (Zhang et al., 2004). Una helicasa
separa estos siRNAs y s6lo una de las cadenas se incorpora a un
complejo efector llamado RISC (RNA-induced silencing complex)
(Hammond et al., 2000). Dicho complejo contiene proteinas de la
familia Argonauta (AGO) (Hock y Meister, 2008; Vaucheret, 2008),
formadas por un dominio PAZ y un dominio Piwi con actividad
RNasa. El dominio PAZ, al igual que en la proteina Dicer, participa
en el reconocimiento de los nucledtidos protuberantes de los
extremos 3" de los siRNAs, mientras que el dominio Piwi reconoce el
extremo 5° del mRNA (Parker et al.,, 2004). En el silenciamiento
génico transcripcional (Transcriptional Gene Silencing, TGS) el
complejo efector RITS (RNA-induced transcriptional silencing
complex) es guiado hasta un DNA de secuencia complementaria al
que se une, induciendo su metilacion, bloqueando su transcripcion,
participando en la formacion de la heterocromatina (Verdel et al.,
2004). En el silenciamiento génico postranscripcional (PTGS), el
complejo efector RISC es guiado hasta un RNA de secuencia
complementaria bloqueando su traduccion o degradandolo
(Hammond et al., 2000).

Al mecanismo de silenciamiento se suman otros elementos que
no estan presentes en todos los organismos, como son la
amplificacién y diseminacion de la sefial de silenciamiento. La sefial
de silenciamiento puede verse amplificada mediante la sintesis de
nuevos dsRNAs por la accion de una RNA polimerasa celular
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dependiente de RNA ('RNA-dependent RNA polymerase’, RdRp)
(Wassenegger y Krczal, 2006). Esta polimerasa utiliza como cebador
la cadena negativa de los siRNAs primarios generados en la primera
respuesta, para formar mdas dsRNAs a partir del mRNA. Estos
dsRNAs son reconocidos por la enzima Dicer formandose nuevos
siRNAs secundarios (Sijen et al., 2001, 2007) y amplificando asi el
proceso de PTGS (Baulcombe, 2004).

En las plantas, la respuesta del silenciamiento génico no se
limita a las células donde se inicia sino que es capaz de propagarse
célula-célula a través de los plasmodesmos (Himber et al., 2003) y a
larga distancia por el sistema vascular (Crete et al., 2001; Voinnet,
2005b; Kalantidis et al., 2008) mediante el movimiento de los siRINAs
de 21 nt (Parrish y Fire, 2001). Cuando estos siRNAs penetran en las
nuevas células, pueden inducir el silenciamiento mediante su
incorporacion al complejo RISC o pueden servir de cebadores para la
sintesis de nuevos dsRNAs que darian lugar a siRNAs secundarios
(Fig. 1).

La evolucién del silenciamiento como un mecanismo regulador
en eucariotas ha supuesto una proliferacion y diversificacion de
todos los componentes clave de las rutas del silenciamiento. Las
proteinas Dicer y las RdRps, en algunos linajes se han especializado
para producir distintos tipos de sRNAs. En este contexto, las
proteinas Argonautas también han evolucionado y desarrollado una
serie de funciones relacionadas con la amplificacion y la biogénesis
de los siRNAs secundarios, el corte especifico de RNAs diana o el
bloqueo de su traduccion, y el reclutamiento de factores que
modifican la cromatina. También numerosos loci que codifican
miRNAs han surgido y evolucionado como elementos reguladores
transcripcionales de la expresion génica. Por lo tanto, tras los
procesos de especializacion que han experimentado estos
mecanismos de silenciamiento mediados por RNA, se han
constituido un conjunto de diversas rutas reguladoras basadas en
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sRNAs cuya funcion principal es el control de la expresion génica
(Chapman y Carrington, 2007).

RNA altamente
estructurado

Transcritos solapantes Intermediarios replicativos
\ | /
dsRNA

Produccién IE)CL
siRNAs

Propagacién de la

siRNAs
sefal célula a célula y<_pr1marlos |

sistémicamente siRNAs TTT
secundarios TTTT
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Figura 1. Mecanismo del silenciamiento génico mediado por RNA. El proceso se
inicia a partir de la formacion de dsRNA o ssRNA con estructura secundaria. El
dsRNA es procesado por enzimas Dicer (DCL) para formar sRNAs. Estos se
incorporan a complejos proteicos (RITS o RISC) desencadenando i) la metilacion de
un DNA (TGS) o ii) el bloqueo de la traduccion o la degradacion de mRNAs
(PTGS), respectivamente. La sefial de silenciamiento puede ser amplificada
mediante la formacidn de los siRNAs secundarios generados por la accion de DCL
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sobre dsRNAs producidos por una RdRp utilizando como cebador la cadena
negativa de los siRNAs primarios y el mRNA. La propagacién de la sefial de
silenciamiento puede ocurrir célula a célula o a larga distancia por el sistema
vascular.

3.3. Silenciamiento génico mediado por RNA en plantas.

3.3.1. Regulacion de la expresion génica mediante micro-RNAs.

En las plantas existen genes que codifican RNAs altamente
estructurados con porciones de doble cadena, que son procesados
por enzimas tipo Dicer para dar lugar a RNAs de 21 a 24 nt
denominados micro-RNAs (miRNAs) (Bartel, 2004). Cada precursor
suele dar lugar a un miRNA mediante la accion de DCL1 y éste
ultimo se incorpora a un complejo RISC donde induce su accion. Los
miRNAs tienen secuencias complementarias a los RNAs mensajeros
de diversos genes con los que hibridan, promoviendo su corte y
posterior degradacion (Jones-Rhoades et al., 2006). Los genes
descritos cuya expresion estd regulada por miRNAs son con
frecuencia factores de transcripcion y genes implicados en el
desarrollo (Baulcombe, 2004).

La regulacion de los genes mediante miRNAs presenta ventajas
respecto a otros mecanismos de regulacion génica, es mucho mas
rapida que la regulacion mediante una disminucién de la
transcripcidn, lo que facilita que se produzcan cambios rapidos en el
metabolismo o cambios muy localizados en tejidos concretos.
Ademads, un tinico miRNA puede regular varios genes de una misma
o de distintas rutas metabolicas, siempre que éstos contengan
secuencias complementarias al miRNA, lo que facilita la
coordinacion en los cambios de expresion de varios genes.

3.3.2. Heterocromatina y control de elementos transponibles.

Una de las funciones del silenciamiento mediado por RNA es el
control de la actividad de elementos transponibles a través de la
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formacion de la heterocromatina. Los elementos transponibles,
transposones y retrotransposones, son secuencias de DNA muy
abundantes en el genoma de eucariotas que tienen la capacidad de
moverse de un punto a otro del genoma. La actividad de estos
elementos implica la posibilidad de que se produzcan mutaciones o
reorganizaciones perniciosas del genoma que pueden ser controladas
a través de la formacion de la heterocromatina. La heterocromatina
esta constituida por DNA altamente condensado y mayoritariamente
inactivo. Su formacion da lugar a ciertas modificaciones como la
metilacion del DNA y de ciertos aminoacidos de las histonas. En este
proceso el silenciamiento mediado por RNA juega un papel
importante ya que los siRNAs son capaces de provocar la metilacion
del DNA con el que tienen homologia de secuencia. También se ha
observado que la alteracion de ciertos genes implicados en el
silenciamiento mediado por RNA causa una reduccion en la
metilacion del DNA y wuna mayor actividad de elementos
transponibles, lo que implica a este mecanismo en el control de la
actividad de estos elementos potencialmente dafninos para la
estabilidad del genoma (Hull, 2002; Xie et al., 2004).

3.3.3. Defensa antiviral.

Los virus son parasitos intracelulares capaces de transmitirse de
un organismo huésped a otro y de utilizar la maquinaria celular del
huésped al que infectan para replicarse, causandole alteraciones en el
metabolismo y el desarrollo. En las plantas, una de las funciones del
silenciamiento mediado por RNA es la defensa frente a virus.
Muchos virus, en alguna etapa de su replicacion, utilizan como
intermediarios replicativos moléculas de dsRNA a partir de las
cuales se desencadena el silenciamiento génico postranscripcional
induciendo la formacion de siRNAs (Tenllado y Diaz-Ruiz, 2001;
Voinnet, 2005a). Los dsRNAs se pueden formar por distintos
mecanismos: i) en virus cuyo genoma estd constituido por RNA,

12
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durante la replicacion producen RNAs complementarios al RNA
viral, ii) en algunos virus, algunas regiones de su genoma poseen alta
estructura secundaria que induce la formacion de siRNAs
correspondientes a esas zonas concretas de su genoma, iii) en virus
cuyo genoma estd constituido por DNA se pueden formar dsRNAs
durante la transcripcion de sus mRNAs mediante la accion de
enzimas RpRd dependientes del huésped, iv) en el caso de los
viroides, éstos patogenos estan formados por un RNA
monocatenario, aunque su alto grado de estructura secundaria les
otorga algunas caracteristicas moleculares mas propias de moléculas
bicatenarias, y ademds durante su replicacion sintetizan moléculas
de polaridad negativa, dando lugar a moléculas de dsRNA.

3.4. Supresores del silenciamiento génico postranscripcional.

Como hemos indicado anteriormente, las plantas han
desarrollado un mecanismo de defensa que degrada el RNA viral.
Sin embargo, muchos virus son capaces de sintetizar proteinas que
inhiben este mecanismo a distintos niveles, disminuyendo, por tanto,
la defensa del huésped frente a la infeccidn viral.

Las proteinas supresoras del PTGS tienen un origen evolutivo
distinto, aunque comparten una funcion en comun, que es
contrarrestar este mecanismo de defensa de la planta. La mayoria de
estas proteinas suelen ser determinantes de patogenicidad del virus y
estan relacionadas con la multiplicaciéon y movimiento del mismo
dentro de la planta.

Los primeros trabajos en los que se identificaron proteinas
virales como supresoras del silenciamiento del RNA se realizaron en
plantas. Se observo que la expresion estable de la proteina HC-Pro
del virus Y de la patata (Potato virus Y, PVY) en plantas transgénicas
de tabaco permitia una mayor acumulacion de diferentes virus
debido a que esta proteina bloqueaba el mecanismo de defensa de la
planta (Anandalakshmi et al., 1998; Brigneti et al., 1998; Kasschau y
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Carrington, 1998). Posteriormente se descubrieron proteinas
supresoras en virus de otros organismos eucariotas como Drosophila
melanogaster (Li et al., 2002; van Rijj et al., 2006; Wang et al., 2006a),
Caenorabditis elegans (Lehner et al., 2006), hongos (Segers et al., 2006)
y animales (Li et al., 2002; Li y Ding, 2005). Las proteinas supresoras
del silenciamiento génico postranscripcional identificadas hasta el
momento en virus de plantas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Supresores del silenciamiento de virus de plantas (adaptada de Valli et al.,
2009).

Proteina
Genero virus *Virus supresora Referencias
Virus RNA de cadena positiva
Bromoviridae
Cucumovirus CMV 2b (Brigneti et al. 1998; Goto et al., 2007; Zhang et al., 2006)
TAV 2b (Chen et al., 2008%; Li et al., 1999)
Closteroviridae
BYV P21 (Chapman et al., 2004; Reed et al., 2003; Ye y Patel, 2005)
BYSV P22 (Reed et al., 2003)
Closterovirus P20
CTV P23 (Lu et al., 2004)
CP
GLRaV-2 P24 (Chiba et al., 2006)
SPCSV P22 (Kreuze et al., 2005)
Crinivirus P22
ToCV CP (Cafiizares et al., 2008)
CPm
Comoviridae
Comovirus CPMV S-CP (Liu et al., 2004b)
Flexiviridae
Potexvirus PVX P25 (Voinnet et al., 2000)
Trichovirus ACLSV P50 (Yaegashi et al., 2007)
Vitivirus GVA P10 (Chiba et al., 2006; Zhou et al., 2006)
Luteoviridae
(Baumberger et al., 2007;Bortolamiol et al., 2007;
BMYV PO
Polerovirus Pazhouhandeh et al., 2006; Pfeffer et al., 2002)
ICTVdB PO (Pfeffer et al., 2002)
PLRV PO (Pfeffer et al., 2002)
Potyviridae
Ipomovirus CcUYV Pib (Valli et al., 2009)
Potyvirus TEV HCPro (Ananflalakshmi et al., 2000; Anandalakshfni‘et al., 1998; Kasschau)
y Carrington, 1998; Lakatos et al., 2006; Mérai et al., 2006)
™™V HCPro (Brigneti et al., 1998)
TUMV HCPro (Kasschau et al., 2003)
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PPV HCPro (Tenllado et al., 2003)
ZYMV HCPro (Lin et al., 2007; Shiboleth et al., 2007)
SCMV HCPr0 (Zhang et al., 2008a)
Tombusviridae
Aureusvirus. PoLV P14 (Mérai et al., 2005)
Carmovirus TCV CP(P38) (Deleris et al., 2006; Mérai et al., 2006; Qu et al.,2003; Thomas et al., 2003)
HCRSV CP (Meng et al., 2006)
Tombusvirus CyRSV P19 (Lakatos et al., 2004; Silhavy et al., 2002)
TBSV P19 (Omarov et al., 2006; Voinnet et al., 1999)
Tymoviridae
Tymovirus TYMV P69 (Chen et al., 2004)
No asignados
Benyivirus BNYVV P14 (Dunoyer et al., 2002a)
P31 (Rahim et al., 2007)
Furovirus SBWMV 19K (Te et al., 2005)
Hordeivirus BSMV
Yb (Yelina et al., 200 )
PSLV
Pecluvirus PCV P15 (Dunoyer et al., 2002b; Mérai et al., 2006)
Sobemovirus RYMV P1 (Voinnet. et al., 1999)
CoMV P1 (Sarmiento et al., 2007)
Tobamovirus ™V 126K (Csorba et al., 2007; Ding et al., 2004; Mérai et al., 2006)
ToMV 130K (Kubota et al., 2003)
PMMoV 130K (Tsuda et al., 2007)
Tobravirus TRV 16K (Liu et al., 2002; Martinez-Hernéndez y Baulcombe, 2008;
Martinez-Priego et al., 2008)
Virus RNA de cadena negativa
Bunyaviridae
Tospovirus | TSWV NS, | (Bucher et al., 2003; Takeda et al., 2002)
No asignados
Tenuivirus | RHBV NS3 | (Bucher et al., 2003; Hemmes et al., 2003; Schnettler et al., 2008)
Virus RNA doble cadena
Reoviridae
Phytoreovirus | RDV Pns 10 | (Cao et al., 2005)
Virus DNA
Caulimoviridae
Caulimovirus | CaMV P6 | (Haas et al., 2008; Love et al., 2007)
Geminiviridae
Begomovirus ACMV AC4 (Chellappan et al., 2005; Love et al., 2007)
EACMV-CM AC2 (Vanitharani et al., 2004)
ICMV AC2 (Vanitharani et al., 2004)
MYMV AC2 (Trinks et al., 2005; Vanitharani et al., 2004)
SLCMV AC2 (Vanitharani et al., 2004)
TGMV AC2 (Wang et al,, 2003; Wang et al., 2005)
ToLCJAV AC2,BC1 | (Konetal,2007)
TYLCCNV AC2 (van Wezel et al., 2002)
TYLCV V2 (Glick et al., 2008)
Curtovirus BCTV 2 (Wang et al,, 2003; Wang et al., 2005)
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*Virus: CMV, Cucumber mosaic virus; TAV, Tomato aspermy virus; BYV, Beet yellows
virus; BYSV, Beet yellows stunt virus; CTV, Citrus tristeza virus; GLRaV-2, Grapevine
leafroll-associated virus-2; SPCSV, Sweet potato chlorotic stunt virus; ToCV, Tomato
chlorosis virus; CPMV, Cowpea mosaic virus;, PVX, Potato virus X; ACLSV, Apple
chlorotic leaf spot virus; GVA, Grapevine virus A; BWYV, Beet western yellows virus;
CABYV, Cucurbit aphid-born yellows virus; PLRV, Potato leafroll wvirus; CVYYV,
Cucumber vein yellowing virus; TEV, Tobacco etch virus; TMV, Tobacco mosaic virus;
TuMV, Turnip mosaic virus; PPV, Plum plox virus; ZYMV, Zucchini yellow mosaic
virus; SCMV, Sugarcane mosaic virus; POLV, Pothos latent virus; TCV, turnip crinkle
virus; HCRSV, Hibiscus chlorotic ringspot virus; CyRSV, cymbidium ringspot virus;
TBSV, tomato bushy stunt virus; TYMV, Turnip yellow mosaic virus; BNYVV, Beet
necrotic yellow vein virus; SBWMYV, Soil-borne wheat mosaic virus; BSMV, Barley stripe
mosaic virus; PSLV, Poa semilatent virus; PCV, Peanut clump virus; RYMV, Rice yellow
mottle virus; CoMV, Cocksfoot mottle virus; ToMV, Tomato mosaic virus; PMMoV,
Pepper mild mottle virus; TRV, Tobacco rattle virus; TSWV, Tomato spotted wilt virus;
RHBYV, Rice hoja blanca virus; RDV, Rice dwarf virus; CaMV, Cauliflower mosaic virus;
ACMV-CM, African cassava mosaic virus-Cameroon; EACMV-CM; ICMV, Indian
cassava mosaic virus; MYMV, Mungbean yellow mosaic virus; SLCMV, Sri lanka cassava
mosaic virus; TGMV, Tomato golden mosaic virus; ToLCJAV, Tomato leaf curl Java
virus; TYLCCNV, Tomato yellow leaf curl China; TYLCV, Tomato Yellow Leaf Curl
Virus; BCTV, Beet curly top virus.

3.4.1. Estrategias para la identificacion de supresores.

Se han empleado diferentes estrategias para identificar
proteinas supresoras de silenciamiento codificadas por virus:

1) Expresion de la proteina desde un vector viral.

En este ensayo se emplean plantas transgénicas de N. benthamiana
que expresan constitutivamente el gen de la proteina fluorescente
GFP (green fluorescent protein) y las hojas se agroinfiltran
simultdneamente con el vector binario que expresa GFP y un vector
viral que contiene el gen de la proteina candidata a suprimir el
silenciamiento. Si la proteina candidata tiene actividad supresora en
la zona agroinoculada se observa fluorescencia verde mientras que
en las hojas co-inoculadas con GFP y el vector vacio se desencadena
el silenciamiento de GFP y no se observa fluorescencia verde
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(Canizares et al.,, 2008). Como hemos indicado anteriormente, los
supresores del silenciamiento suelen ser determinantes de
patogenicidad, por lo que su expresion desde un vector viral suele
inducir sintomas en las plantas inoculadas (Brigneti et al., 1998;
Voinnet et al., 1999; Saenz et al., 2001; Canizares et al., 2008;
Martinez-Turifio y Herndndez 2009) (Fig. 2.1).

2) Expresion estable.

En este sistema se realiza un cruzamiento entre una planta
transgénica que expresa constitutivamente la proteina candidata y
otra planta transgénica que contiene un gen delator que esta
silenciado (el mas utilizado es el gen GUS que codifica para la
proteina -glucuronidasa) (Anandalakshmi et al., 1998; Kasschau y
Carrington 1998; Dunoyer et al., 2004). Alternativamente, la proteina
candidata se puede expresar desde un vector viral. Si la proteina
candidata tiene actividad supresora del silenciamiento se produce la
expresion del gen delator (Fig. 2.2.A). Esta estrategia también
permite determinar si la proteina supresora inhibe el movimiento de
la senal de silenciamiento a larga distancia. Para ello se utiliza como
patron una planta transgénica que expresa el GUS y la proteina viral
candidata a suprimir el silenciamiento. Como control se utilizan
plantas que contienen sdlo el gen delator silenciado. Sobre los dos
patrones se injerta una linea transgénica que expresa GUS. En las
plantas donde el patréon no tiene supresor de silenciamiento a larga
distancia, la senal de silenciamiento se mueve silenciando el GUS del
injerto. Por el contrario, si la proteina supresora del patron inhibe el
silenciamiento o el movimiento de la sefal a larga distancia, el GUS
del injerto no se silencia (Guo y Ding, 2002; Mallory et al., 2001, 2003)
(Fig. 2.2.B).

3) Complementacion heterologa.

Este método se basa en la complementacion funcional de una
proteina candidata por una proteina con actividad supresora
conocida. La proteina candidata del virus estudiado se elimina, lo
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que conduce a una reduccion en la acumulacidn sistémica y una
disminucion de los sintomas. La complementacion en cis- o en trans-
con una proteina supresora conocida restablece los sintomas y/o la
multiplicacién del virus, lo que sugiere que la proteina candidata
tiene actividad supresora (Yelina et al., 2002; Chiba et al., 2006;
Powers et al., 2008) (Fig. 2.3).

4) Silenciamiento inverso.

La estrategia consiste en infectar plantas que contienen un gen
delator silenciado (normalmente GFP) con el virus candidato y
determinar si el fenotipo silenciado revierte. Habitualmente se
utilizan plantas transgénicas de N. benthamiana linea 16C que
expresan GFP [color verde bajo luz ultravioleta (U.V.)]. Estas plantas
se infiltran con un cultivo de Agrobacterium tumefaciens que contiene
un plasmido que expresa el gen gfp lo que desencadena en la planta
el silenciamiento de GFP mediante degradacion de su mRNA,
produciendo una disminucién de la fluorescencia verde (color rojo
bajo luz ultravioleta). En este momento se inocula el virus y se
observa el fenotipo de las plantas. Si se restaura la expresién de GFP,
indica que el virus probablemente codifica un supresor de
silenciamiento (Voinnet et al., 1999) (Fig. 2.4).

5) Expresion transitoria mediante coinfiltracion con Agrobacterium.

Es el método mas empleado por la facilidad y la rapidez con las
que se identifica la actividad supresora de una proteina (Voinnet et
al., 2000; Johansen y Carrington, 2001).

En este ensayo se agroinoculan simultdneamente plantas
transgénicas que expresan GFP (linea 16C) con dos vectores binarios
que portan el gen gfp y el gen candidato, respectivamente. En
ausencia de supresor del silenciamiento, la sobre-expresion de GFP
por agroinoculacion del gen gfp genera un incremento de la
trascripcién que desencadena en la planta el silenciamiento de GFP
mediante degradacion de su mRNA. Este puede visualizarse bajo luz
U.V con un aumento de la fluorescencia roja de la clorofila, mientras
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que en presencia del supresor, el mRNA del GFP se acumula mas
observandose un aumento de la fluorescencia verde (Llave et al.,
2000; Qu et al., 2003; Canizares et al., 2008; Martinez-Turifio y
Hernédndez, 2009) (Fig. 2.5.A).

Una variacidon de este ensayo puede proporcionar informaciéon
sobre el mecanismo de accion del supresor. La agroinfiltracion de
una construccion que expresa una secuencia en tandem invertido del
gen delator junto con otra que expresa la proteina supresora permite
distinguir entre supresores que interfieren con la sintesis de dsRNAs
a partir de un ssRNA y aquellos que actiian en una etapa posterior a
la produccion de dsRNAs (Johansen y Carrington, 2001).

Este ensayo también permite discernir si la proteina ensayada es
capaz de suprimir la sefial de silenciamiento célula a célula y/o a
larga distancia (Cafizares et al., 2008). Dicho ensayo se puede
realizar de dos maneras distintas: una en la que las dos
construcciones se agroinfiltran simultdneamente en la misma zona de
la hoja (Fig. 2.5.B) y otra en la que las dos construcciones se
agroinfiltran en la misma hoja pero por separado, una en el apice de
la hoja y la otra en la base. A continuacion se observa la evolucién a
lo largo del tiempo de la fluorescencia de las hojas superiores no
agroinfiltradas. Si la proteina no es un supresor de la senal de
silenciamiento a larga distancia, ésta se mueve sistémicamente
induciendo el silenciamiento del GFP de las hojas superiores, que se
observa por un aumento de la fluorescencia roja, mientras que si el
supresor de silenciamiento actia a larga distancia la sefial de
silenciamiento esta bloqueada y las hojas superiores no se silencian.
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2.1) Expresion de la proteina supresora desde un vector viral
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2.4) Silenciamiento inverso
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Figura 2. Representacion esquematica de los ensayos que permiten identificar los
supresores virales del silenciamiento génico mediado por RNA (Fig. adaptada de
Moissiard y Voinnet, 2004). 2.1) Expresiéon de la proteina supresora desde un
vector viral. 2.2) Expresion estable. 2.3) Complementaciéon heterdloga. 2.4)
Silenciamiento inverso. 2.5) Expresion transitoria mediante Agrobacterium: A)
Supresion a nivel local B) Supresion a nivel sistémico.
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3.4.2. Mecanismo de accion de los supresores del silenciamiento.

Los supresores identificados hasta el momento no comparten
secuencias aminoacidicas conservadas ni caracteristicas estructurales
comunes. Estas diferencias tan grandes sugieren que los supresores
de silenciamiento virales se han originado recientemente y de forma
independiente. La actividad supresora del silenciamiento se ha
identificado en proteinas de capsida y de movimiento, en proteinas
asociadas a la transmision del virus por vectores, en factores de
replicacion de RNA y en activadores transcripcionales. Sin embargo,
aunque los supresores estén alejados filogenéticamente, han
adoptado mecanismos de accion similares.

El mecanismo molecular de la supresion del silenciamiento por
proteinas se ha determinado en un nimero limitado de virus pero se
sabe que es muy especifico y que acta a distintos niveles de la ruta
del silenciamiento (Valli et al., 2009). Algunos supresores boquean el
proceso en etapas clave, ya que afectan a la actividad de Dicer o
RISC, sin embargo otros actian en etapas menos importantes
(Takeda et al., 2002; Ding y Voinnet, 2007). Otros supresores no
afectan al silenciamiento intracelular pero suprimen el silenciamiento
a larga distancia, como la P50 del virus de la mancha clordtica de la
hoja del manzano (Apple chlorotic leaf spot virus, ACSLV) (Yaegashi et
al,, 2007) y la CP del virus de la tristeza de los citricos (CTV) (Lu et
al., 2004). Por otro lado, existen supresores que pueden actuar en mas
de una etapa del silenciamiento, como la proteina 2b del virus del
mosaico del pepino (Cucumber mosaic virs, CMV), que inhibe la
actividad RISC y evita la propagacion de la sefial de silenciamiento
sistémica (Zhang et al., 2006; Guo y Ding, 2002) (Fig. 3).

Teniendo en cuenta el nivel en el que actian los supresores,
éstos se pueden clasificar en dos grandes grupos:

En un primer grupo se incluyen los supresores que
interaccionan con RNA. Dentro de este grupo existen supresores que
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interaccionan (i) con moléculas de dsRNA independientemente del
tamafio que tengan éstas (Mérai et al., 2006), como la proteina P38 del
virus del arrugado del nabo (Turnip crinkle virus, TCV) (Qu et al,,
2003) y la P14 del virus latente del pothos (Pothos latent virus, PoLV)
(Mérai et al., 2005) o (ii) con pequenos siRNAs, que es la estrategia
mas frecuente entre los supresores, como por ejemplo las proteinas
P19 del virus de las manchas anulares del cymbidium (Cymbidium
ringspot virus, CyRSV) (Lakatos et al., 2004), P21 del virus del
amarilleo de la remolacha (Beet yellows virus, BYV) (Reed et al., 2003)
y HcPro del virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV)
(Mérai et al., 2006) (Fig. 3).

En un segundo grupo se incluyen los supresores que
interaccionan con proteinas de la planta implicadas en el mecanismo
de silenciamiento. Estos supresores pueden (i) interferir en la
actividad endonucleolitica de Dicer, como la proteina P38 de TCV
(Deleris et al., 2006) y la P6 del virus del mosaico de la coliflor
(Cauliflower mosaic virus, CaMV) (Haas et al., 2008), (ii) interferir en la
accion endonucleolitica del complejo RISC, como por ejemplo la
proteina 2b del virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus
CMYV) (Zhang et al., 2006) y la proteina PO del virus del amarilleo de
la remolacha (Beet western yellows virus, BWYV) (Baumberger et al.,
2007; Bortolamiol et al., 2007), (iii) impedir el paso de amplificacion
del RNA, como las proteinas P69 del virus del amarilleo del nabo
(Turnip yellow virus, TuYV) (Chen et al., 2004) y la V2 del virus del
rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV)
(Glick et al., 2008), (iv) interactuar con otras proteinas que no son
reconocidas como componentes de la maquinaria del silenciamiento
de RNA, como la proteinas AC2 del virus del mosaico dorado del
tomate (Tomato golden mosaic virus, TGMV) y la C2 del virus del apice
rizado de la remolacha (Beet curly top virus, BCTV) (Wang et al., 2003;
Wang et al, 2005), y (v) inducir la expresion o activacion de
reguladores negativos enddgenos del silenciamiento, como la
proteina AC2 del virus del mosaico amarillo del “frijol mungo”
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(Mungbean yellow mosaic virus-Vigna, MYMV-vig.) (Trinks et al., 2005)
(Fig. 3).

e
0 ; ﬂ l

célula a célula siRNAs

V primarios

Propagacién de la
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‘ sistémica
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Figura 3. Representacion esquematica del mecanismo de silenciamiento y de los
niveles en los que interfieren los supresores virales. A) Captura de dsRNAs largos
por parte del supresor evitando que acttie la enzima Dicer. B) Secuestro de las
moléculas de siRNAs mediante interaccion directa entre el supresor y los siRNAs.
Q) Interfiere en la actividad endonucleotidica de Dicer D) Interaccion directa entre
el supresor y RISC. E) Bloqueo de la amplificacion de la sefial de silenciamiento. F)
Inhibicién de la sefial de silenciamiento intercelular sistémica.
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4. Vectores virales.

Recientemente se ha empezado a utilizar el genoma de diversos
virus como vector para silenciar o expresar genes heterdlogos en
plantas.

4.1. Silenciamiento de genes inducido por virus (VIGS).

Como hemos comentado anteriormente, una estrategia muy
atractiva utilizada en los ultimos afios para determinar la funcion de
genes es la genética reversa utilizando el silenciamiento génico
postranscripcional inducido por virus (VIGS). Se sabe que cuando un
virus infecta una planta se forman, en el proceso de replicacion del
mismo, intermediarios de doble cadena que activan el mecanismo de
PTGS que degrada el genoma del virus. Ademas se sabe que
estructuras secundarias del genoma del virus también pueden actuar
como diana para la activacion del PTGS (Scittya et al., 2002; Molnar
et al., 2005). El VIGS es una tecnologia que explota ese mecanismo de
silenciamiento. Para ello, el genoma de un virus se utiliza como
vector en el que se introducen genes o fragmentos de genes de la
planta. Cuando se inocula el virus modificado, el procesamiento de
dsRNA del genoma del virus por la nucleasa Dicer da lugar también
a la degradacion del gen insertado en su genoma, originando los
siRNAs que dirigen la degradacion de los RN As mensajeros del gen
homodlogo o conjunto de genes homologos a la secuencia que se ha
clonado en el virus y la planta muestra el fenotipo de la pérdida de
funcion del gen ensayado (Burch-Smith et al., 2004; Robertson, 2004;
Caplan y Dinesh-Kumar, 2006; Unver y Budak, 2009; Velasquez et al.,
2009).

La utilizacion de los vectores virales tiene ventajas sobre la
mutagénesis o la transformacion genética ya que permite ensayar la
funcidon de numerosos genes en un corto periodo de tiempo. Esto es
especialmente critico en el caso de los citricos, que poseen largos
periodos juveniles (normalmente 6-8 afos), donde la transformaciéon
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de plantas adultas es muy dificil y son necesarios largos periodos de
tiempo entre la transformacion y la fructificacion. Otra ventaja es que
permite estudiar la funcion de genes que son esenciales para el
crecimiento o el desarrollo de la planta. En los estudios mediante
mutagénesis o transformacion genética, la falta de funcion hace que
ésta pueda morir durante la germinacion o la regeneracion, mientras
que con el vector viral el RNA diana solo se silencia cuando el virus
infecta la planta (Peele et al., 2001). Ademas, con el VIGS se reduce el
problema de la redundancia funcional. Debido a la alta homologia de
secuencia que presentan los genes pertenecientes a una misma
familia entre si, al expresar uno de ellos desde un vector viral se
suelen silenciar todos a la vez. Por otro lado, debido a que algunos
virus puede infectar distintas especies vegetales, esta tecnologia
permite determinar rdpidamente la funcién de un mismo gen en
disferentes especies. Un ejemplo es el vector viral basado en el virus
del cascabeleo del tabaco (Tobacco rattle virus, TRV), que se ha
empleado para estudiar la funcion de genes en N. benthamiana,
Arabidopsis thaliana y tomate (Liu et al., 2002, 2004; Valentine et al.,
2007).

Como inconveniente de la estrategia VIGS esta la posibilidad de
que los sintomas inducidos por la infeccion viral enmascaren el
fenotipo originado por el silenciamiento del gen de interés.

La tecnologia VIGS se ha usado con unos pocos virus en un
numero limitado de cultivos (Burch-Smith et al.,, 2004; Robertson,
2004; Godge et al., 2008) (Tabla 2). Se ha empleado para conocer la
funcion de genes relacionados con: defensa de la planta frente a
patogenos (virus, bacterias y hongos), estrés abiotico, sefializacion
celular, procesos del metabolismo o del desarrollo (revisado en
Godge et al., 2008) y para inducir resistencia frente a virus (Culver,
1996; Goregaoker et al., 2000) y nematodos (Valentine et al., 2007).
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Tabla 2. Virus de plantas empleados como vectores virales de silenciamiento
(adaptada de Godge et al., 2008).

*Virus/ Cna Hospedadores Hospedadores Genes :
Satélite naturales silenciados silenciados Referencia
ACMV | Begomovirus| Manihot esculenta Nﬁgﬁ’:gﬂ:a’ pds}zz,zcyp Fofana et al.(2004)
.. Cebada, trigo, avena, Cebada, trico ds Holzberg et
BSMV | Hordeivirus | —°.°" "7 © "~ , trig p al.(2002); Scofield et
» 5P al. (2005)
BPMV | Comovirus Phaseolus vulgaris, G.max pds Zhang y Ghabrial
Glycine max (2006)
pds,actin 1, .
BMV Bromovirus Cebada Cebada, trigo, maiz rubisco Ding et al. (2006)
activasa
CLCV | Begomovirus| Col, brécoli, coliflor Arabidopsis & ’;;Ijﬂ’ Turnage et al. (2002)
PEBV Tobravirus Pisum sativum, P.sativum Pspds, uni, | Constantini et al.
Phaseolus vulgaris kor (2004)
PopMV | Carlavirus Alamo N.benthamiana 8y Naylor et al. (2005)
Solanum tuberosum, . Ruiz et al. (1998);
PVX Potexvirus Brassica campestris N.benthamiana, &P, pds | Faivre-Rampant et
ssp.rapa S. tuberosum al(2004)
STMV RNA satélite Nicotiana glauca N.tabacum Varios genes | Gossele et al. (2002)
Virus ssssssssssssssnnssnnnnduasssnnnnnnnnnnnnssnnnfunnnnnnnnnnEE AR
N.benthamiana,
™V Tobamovirus Nicotiana tabacum N t;;laczzmm Pds, psy  |[Kumagai et al. (1995
Liu et al. (2002b);
N.benthamiana Ratcliff et al.(2001)
idopsi : Rarl, EDSI, | Brigneti et
. Arabidopsis, tomate, 4 4
TRV Tobravirus Amplio rango espe Ci:; solanum | NPRU/NIM1| al.(2004)  Chung
hospedadores esp o | pds, rbes, gfy | et al.(2004)
pimienta Chilli, apio| P45 ’ .
oppy, Aquilegia Hileman et
Poppy, al.(2005) Gould
y Kramer (2007)
TBSV Tombusvirus | Lycopersicon esculentum N.benthamiana 8fr Hou y Qiu (2003)
TGMV Begomovirus | Lycopersicon esculentum, N.benthamiana su, luc Peele et al. (2001)
TYLCV N.benthamiana,
asociado Lycopersicon
con B . Tomate esculentum, pena, pds, su, | Tao y Zhou (2004)
DNA N.glutinosa, &
satélite N.tabacum
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*ACMV, African cassava mosaic virus; BSMV, Barley stripe mosaic virus; BPMV, Bean
pod mottle virus; BMV, Brome mosaic virus; CLCV, Cabbage leaf curl virus; PEBV, Pea
early browning virus; PopMV, Poplar mosaic virus; PVX, Potato virus X; STMV,
Satellite tobacco mosaic virus; TMV, Tobacco mosaic virus; TRV, Tobacco rattle virus;
TBSV, Tomato bushy stunt virus; TGMV, Tomato golden mosaic virus; TYLCV, Tomato
yellow leaf curl China virus asociados con [3 DNA satélite.

4.2. Expresion de genes.

Las plantas se han empleado para expresar genes de interés de
manera constitutiva mediante el uso de plantas transgénicas o de
forma no constitutiva mediante el empleo de vectores virales.

La expresion constitutiva de genes se realiza mediante
transformacion genética y requiere de la integracion dentro del
genoma nuclear o cloroplastico de las células vegetales de un T-DNA
de transferencia (T-DNA transfer, T-DNA) que incluye el gen de
interés (Chilton et al., 1977).

Por otro lado, la expresion no constitutiva de genes mediante
vectores virales consiste en la infeccion de la planta con un virus
recombinante que contiene la secuencia del gen que se desea
expresar. El virus infecta la planta y utiliza su maquinaria de sintesis
proteica para expresar la secuencia que se ha introducido sin
necesidad de que ésta se integre en el genoma de la planta.

Los vectores virales presentan numerosas ventajas respecto a la
transformacion genética para expresar genes foraneos: su genoma es
pequeno y facilmente manipulable, la inoculacion en plantas es
sencilla, la expresion del gen de interés es rapida, la alta tasa de
replicacion viral permite obtener una elevada produccion de la
proteina de interés y, se trata de una tecnologia de reducido coste.

Se han utilizado diferentes estrategias para expresar proteinas
en plantas usando vectores virales:

1) Sustitucion de una secuencia viral por la del gen de interés. Esta
estrategia tiene la ventaja de reducir los efectos perjudiciales que
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pueden aparecer por el aumento del tamano del genoma viral tras la
insercién del gen de interés. Si es posible, las secuencias virales
sustituidas no deben estar asociadas con la replicacion del virus. En
aquellos vectores en los que solo se puede sustituir la proteina de
movimiento, pueden presentar limitaciones ya que el virus no puede
moverse célula-célula (French et al., 1986) o sistémicamente dentro
de la planta (Dawson et al., 1989; Donson et al., 1991). Esta estrategia
se ha empleado con el virus del enanismo del tomate (Tomato bushy
stunt virus, TBSV) (Scholthof et al., 1993) y con el virus del mosaico
del tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV) (Musiychuk et al., 2007) (Fig.
4.1).

2) Insercion del gen de interés. Con esta estrategia se duplica un
promotor de un RNA subgendmico (sgRNA) del virus y se inserta a
continuacion el gen que se quiere expresar induciendo la formacion
de un nuevo sgRNA. De esta forma se evitan los problemas de la
estrategia anterior. Tiene el inconveniente del aumento de tamafio
del genoma del virus y ademds pueden surgir recombinaciones
homodlogas causando inestabilidad del vector. Este método se ha
empleado con TMV (Pérez-Filgueira et al., 2003; Karasev et al., 2005),
con PVX (Chapman et al., 1992; Nemchinov y Natilla, 2007), y con el
virus A de la vid (Grapevine virus A, GVA) (Haviv et al., 2006) (Fig.
4.2).

3) Fusion de péptidos de interés con la proteina capsidica del virus.
Con esta estrategia los péptidos quedan expuestos junto a la proteina
de la capsida en la superficie de las particulas virales (Johnson et al.,
1997; Porta y Lomonossoff, 1998). Es muy importante que dichas
fusiones no interfieran en las funciones normales del virus. Existen
numerosos ejemplos en los que se ha empleado esta estrategia, como
los virus del mosaico del chicharo (Cowpea mosaic virus, CPMV)
(Canizares et al., 2005; Liu et al., 2005), TMV (Santi et al., 2006; Mett
et al., 2007), PVX (Marconi et al., 2006), ToMV (Dohi et al., 2006), y
CMV (Nuzzaci et al., 2007) (Fig. 4.3).

29



Introduccion

4) Division del genoma del virus en dos fragmentos: uno contiene
el gen de interés y el otro incluye todos los componentes necesarios
para la replicacion del vector viral. Esta estrategia se ha empleado
con CPMYV (Liu et al., 2005; Sainsbury et al., 2009) (Fig. 4.4).
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Figura 4. Representacion esquematica de las estrategias empleadas para expresar
genes desde un vector viral. 1) Sustitucion de un gen. 2) Adicién de un gen. 3)
Fusion de péptidos a la proteina capsidica. 4) Division del genoma en dos
fragmentos. Los rectangulos naranjas representan secuencias de genes virales y los
negros representan secuencias de genes foraneos.

Los vectores virales de expresiéon se han empleado para obtener
proteinas de interés biosanitario, como anticuerpos (McCormick et
al., 1999, 2003; Monger et al., 2006) y antigenos para fabricar vacunas
para humanos y animales (Streatfield y Howard, 2003; Perez-
Filgueira et al., 2004; Wagner et al., 2004; Yusibov et al., 2005; Santi et
al., 2006; Chichester y Yusibov, 2007; Golovkin et al., 2007; Saejung et
al., 2007; Nemchinov y Natilla, 2007). En el dmbito de la agricultura
dichos vectores se emplean para expresar genes que controlan
caracteres de interés de la planta (Kumagai et al., 1998, 2000; Bouvier
et al, 2000), para obtener cultivos resistentes a patogenos
(Tavladoraki et al., 1993; Shiboleth et al., 2001; Nolke et al., 2003;
Peschen et al, 2004; Villani et al, 2005) y para estudiar rutas
metabdlicas de la planta (Nolke et al., 2005). Una de las aplicaciones
mas recientes es en el campo de la nanotecnologia, donde los
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vectores se utilizan para expresar biopolimeros y nanoparticulas
(Manchester y Singh, 2006; Lewis et al., 2006; Steinmetz et al., 2006;
Miller et al., 2007; Mao et al., 2003).

5. Clones infecciosos de virus.

La posibilidad de obtener clones de cDNA del genoma completo
de virus que permitan infectar plantas o protoplastos ha resultado
muy util para estudiar aspectos relacionados con la replicacion,
expresion génica o identificacion de los determinantes de
patogenicidad de los virus, y es un paso imprescindible para la
construccion de un vector viral (Bujarski y Miller, 1992).

En los virus de RNA, la obtencién de un clon infeccioso implica
la sintesis previa de un cDNA complementario del genoma completo
del virus, que se inserta en un vector para su mantenimiento y
amplificacién en bacterias (Boyer y Haenni, 1994). E1 cDNA obtenido
se puede clonar bajo el promotor de la RNA polimerasa DNA
dependiente de un fago, como SP6 (Melton et al., 1984), T3 y
principalmente T7 (Dunn y Studier, 1983) para obtener transcritos
infecciosos de RNA, o bajo el promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) para ensayar la inoculacion directa del
DNA en planta (Fig. 5).

Los transcritos de RNA funcionan como mRNAs y pueden ser
traducidos en el citoplasma de las células transfectadas (Fig. 5). Para
introducir el RNA del genoma del virus en las células, a partir del
clon de cDNA se sintetizan in vitro los transcritos de RNA y se
inoculan en la planta hospedadora utilizando distintos métodos,
como inoculaciéon mecénica, electroporacion, lipofeccion, bombardeo
con particulas de oro o tungsteno impregnadas con los transcritos,
etc. La infectividad de los transcritos es muy variable, llegando en
algunos casos a alcanzar el 100% de las plantas inoculadas. Existen
numerosos parametros que pueden determinar la infectividad de los
transcritos de RNA como son: i) la heterogeneidad de la poblacion de
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los transcritos (Sarnow, 1989; Hayes y Buck, 1990; Hearne et al,,
1990), ii) la presencia de mutaciones puntuales como consecuencia de
la baja fidelidad de copia de las enzimas que se utilizan para la
construccion del clon infeccioso o en el proceso de transcripcion del
RNA viral (Kuhn et al., 1990), iii) la presencia de la estructura CAP
en el extremo 5" o de una cola poli-A en el extremo 3" del virus, iv) el
tamano del genoma del virus, v) el huésped donde se realiza la
inoculacidn, y vi) el método de inoculacién de los transcritos.

La construcciones bajo el promotor 35S se transcriben en el
nucleo de las células mediante la RNA polimerasa II celular y los
transcritos del RNA viral se traducen en el citoplasma, donde se
induce la replicacion del genoma del virus mediante la replicasa viral
(Fig. 5). Se han utilizado distintos métodos para introducir el cDNA
en las células, como la transmisién mecanica, el bombardeo con
particulas, etc., pero el mas utilizado consiste en la clonacion del
genoma en un plasmido binario e inoculacién mediante la bacteria A.
tumefaciens. Este método tiene las siguientes ventajas sobre la
inoculacién de transcritos: i) la infectividad es menos dependiente de
la degradacion del RNA ya que éste se sintetiza dentro de las células
(Van Bokhoven et al., 1993), ii) los clones de cDNA son estables
durante mucho tiempo ya que se conservan en forma de plasmido, y
iii) no requiere de la transcripcién in vitro, lo que es importante en
algunos virus de RNA por la dificultad de obtener un alto
rendimiento de transcritos infecciosos.
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Figura 5. Esquema de la obtencién de clones infecciosos de virus y mecanismos de
replicacién en células vegetales. Las barras naranjas representan el genoma de
cDNA completo del virus.

6. Expresion génica de virus de RNA de cadena positiva.

Para construir un vector viral eficiente a partir de un virus es
necesario conocer previamente la estrategia de expresién de su
genoma y los mecanismos que la regulan (Shivprasad et al., 1999). La
mayoria de los virus de RNA de cadena positiva contienen en su
genoma varios marcos de lectura abierta (ORFs) que se expresan de
forma diferente. Fstos emplean una amplia variedad de estrategias
de expresion y regulacion de sus genes, como la segmentacion del
genoma, el procesamiento de poliproteinas, el desplazamiento de la
pauta de lectura durante la traduccion, la supresion del codon de
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terminacion de un gen y la sintesis de RNAs subgendmicos
(sgRNAs) (Maia et al., 1996; Dreher y Miller, 1996).

En el caso de los virus de RNA que emplean esta ultima
estrategia solo el primer ORF, que suele contener los genes
relacionados con la replicacion del virus, se traducen directamente a
partir del RNA gendmico (gRNA) ya que sus productos son
necesarios para la replicacion y para la sintesis de los sgRNAs. El
resto de genes se transcribe mediante la formacion de sgRNAs 3’
coterminales, que permiten situar a cada uno de los genes en una
posicion proxima al extremo 5 para su traduccion. La produccion de
los sgRNAs es una estrategia desarrollada por los virus para
subsanar la escasa o nula eficiencia de la traduccion de ORFs
internos o situados en el extremo 3’ terminal, originada por la
dependencia que tienen los ribosomas eucaridticos del extremo 5" del
mRNA (Kozak et al., 1989). Esto permite regular a cada gen de forma
independiente, controlando tanto su expresion a nivel temporal
como cuantitativo (Koev y Miller, 2000).

6.1. Mecanismos de sintesis de sgRNAs.

La transcripcion de los sgRNAs se lleva a cabo por la RNA
polimerasa RNA dependiente del virus, que reconoce secuencias
promotoras situadas en la cadena negativa del RNA viral. Se han
descrito varios mecanismos para la produccion de sgRNAs 3’
coterminales (Miller y Koev, 2000; White, 2002):

1) Iniciacion interna. El virus sintetiza la cadena negativa del
gRNA y a partir de ella la polimerasa reconoce secuencias internas
iniciando la sintesis de la cadena positiva de los sgRNAs. Dichas
secuencias internas son los promotores de los sgRNAs y su
reconocimiento por la polimerasa permite generar RNAs mensajeros
colineales al gRNA que presentan extremos 5" diferentes y extremos
3" idénticos (Miller et al., 1985) (Fig. 6.1).
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2) Terminacion prematura. La sintesis de la cadena negativa del
gRNA se interrumpe dando lugar a un sgRNA de cadena negativa
que sirve de molde para la sintesis de la cadena positiva del sgRNA
(Sit et al., 1998; White, 2002) (Fig. 6.2).

3) Sintesis discontinua. Incluye dos variantes; en la primera, un
RNA lider de cadena positiva derivado del extremo 5 del gRNA
puede disociarse del mismo, unirse a otras regiones de la cadena
negativa de dicho RNA y servir como cebador para la sintesis de la
cadena positiva del sgRNA con extremos 5 y 3" idénticos al gRNA
(Zhang y Lai, 1994; van Marle et al., 1999a) (Fig. 6.3.a). En la segunda
variante, la polimerasa se suelta del molde durante la sintesis de la
cadena negativa del gRNA sin soltar la cadena que estaba sintetizado
y se une al extremo 5 del molde, donde termina su sintesis
generando un sgRNA de cadena negativa. Este RNA sirve de molde
para la sintesis de la cadena positiva del sgRNA, que contiene los
mismos extremos 5" y 3" que el gRNA (Sawicki y Sawicki, 1990) (Fig.
6.3.b). Este mecanismo no se ha identificado todavia en ningun virus
de plantas (Miller y White, 2006).
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Figura 6. Representacion esquematica de los modelos de transcripcion de los
sgRNAs (Fig. adaptada de White, 2002). 1) Iniciacién interna. 2) Terminacion
prematura. 3) Sintesis discontinua: a) mediante un RNA lider, b) mediante
recombinacion. El gRNA de cadena positiva (+) esta representado por una flecha
negra y el gRNA de cadena negativa (-) por una flecha negra discontinua. Los
sgRNAs (+) estan representados por flechas azules. La flecha verde representa el
salto realizado por la polimerasa. Las lineas naranjas representan las secuencias
lideres.

6.2. Promotores de sgRNAs.

Hasta la fecha se han caracterizado diversos promotores de
sgRNAs de varios virus cuyos tamanos oscilan entre 24 (Johnston y
Rochon, 1995; Wang y Simon, 1997) y mas de 100 nt (Balmori et al.,
1993; van der Vossen et al., 1995; Grdzelishvili., et al, 2000; Koev y
Miller, 2000). En los virus que utilizan el mecanismo de iniciacion
interna para la sintesis de los sgRNNAs, como norma general, la
mayor parte de la secuencia promotora se localiza inmediatamente
antes del inicio de transcripcion del sgRNA (French y Ahlquist, 1988;
Levis et al., 1990; Boccard y Baulcombe, 1993; Johnston y Rochon
1995; van der Vossen et al., 1995; Wang y Simon, 1997; Koev et al.,
1999; Wang et al., 1999; Miller y Koev, 2000). Sin embargo, hay
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algunos virus en los que la secuencia promotora puede estar situada
antes del inicio de transcripcion pero alejada fisicamente del mismo,
después del inicio de transcripcion o incluso puede estar situada en
otra molécula de RNA (Balmori et al., 1993; Sit et al., 1998; Koev y
Miller, 2000). Los promotores que son reconocidos por la RdRp para
iniciar la sintesis de los sgRNAs pueden ser tanto estructuras
primarias (Gowda et al., 2001; Johnson et al., 2003) como secundarias
(Grdzelishvili et al., 2000; Li y Wong, 2006) y se localizan en la
cadena negativa del gRNA del virus. Hay virus que presentan
diferentes promotores para los diferentes sgRNAs, lo que permite
regular la transcripcion de los distintos genes codificados por el
mismo, como ocurre con el virus de la tristeza de citricos (CTV)
(Ayllon et al., 2003). Por otro lado, algunos virus como BMV (Marsh
y Hall., 1987; Marsh et al., 1988), CMV (Boccard y Baulcombe, 1993),
el virus del mosaico de la alfalfa (Alfalfa mosaic virus, AMV) (van der
Kuyl et al., 1990), el virus del mosaico del trébol rojo (Red clover mottle
virus, RCMV) (Zavriev et al., 1996), el virus del moteado clorotico del
maiz (Maize chlorotic mottle virus, MCMV) (Lommel et al., 1991), TCV
(Wang y Simon, 1997), el virus baciliforme del champifion (Mushroom
bacilliform virus, MBV) (Revill et al., 1999), el virus del enanismo
amarillo de la cebada (Barley yellow dwarf virus, BYDV) (Kelly et al.,
1994) y el virus del manchado foliar de los citricos (Citrus leaf blotch
virus, CLBV) (Vives et al., 2002), presentan secuencias conservadas en
el extremo 5" tanto del gRNA como de sus sgRNAs.

En algunos virus que utilizan el mecanismo de terminacion
prematura para la transcripcion de sus sgRNAs, se han identificado
interacciones RNA-RNA a larga distancia entre sitios cercanos al
inicio de transcripcion y sitios mas alejados del mismo. Estas
interacciones son necesarias para la formacién de una estructura
secundaria que permite la terminacion prematura de la sintesis de la
cadena negativa. Esta cadena negativa contiene en el extremo 3" una
secuencia que es utilizada por la RdRp para iniciar la transcripcion
de la cadena positiva del sgRNA. Dicha estrategia solamente se ha
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descrito en el virus del mosaico necrotico del trébol rojo (Red clover
necrotic mottle virus, RCNMV) (Sit et al., 1998), en TBSV (Zhang et al.,
1999; Choi et al., 2001; Choi y White 2002; Lin y White 2004; Lin y
White, 2007; Wang et al., 2008), y en el virus de las manchas de las
hojas del pepino (Cucumber leaf spot virus, CLSV) (Xu y White, 2008),
aunque también se ha propuesto para otros virus de los géneros
Torovirus, Nodavirus, Closterovirus y Tombusvirus (Price et al., 2000;
Gowda et al., 2001; Lindenbach et al., 2002; Smits et al., 2005).

En los virus que producen multiples sgRNAs, los mas cercanos
al extremo 3’ tienden a acumularse en mayor proporcion que los
restantes (Kelly et al., 1994). Este fenomeno también se pone de
manifiesto cuando se duplica artificialmente un promotor de un
virus en el extremo 3" del mismo (French y Ahlquist, 1988; Koev et
al., 1999). Se desconoce el mecanismo por el cual se produce este
fenomeno y aunque se han propuesto varias teorias, hasta la fecha no
se ha podido demostrar ninguna (Koev y Miller, 2000).

Para determinar el mecanismo de sintesis de sgRNAs en
ausencia de replicacion del virus, se han realizado estudios in vitro
utilizando extractos de RdRp purificados y fragmentos del genoma
del virus. El promotor del sgRNA mejor caracterizado es el del RNA
4 de BMV, que se transcribe a partir del RNA 3 (Miller et al., 1985;
French y Ahlquist, 1998). Utilizando esta técnica se ha conseguido
caracterizar la secuencia minima capaz de promover la sintesis de
dicho sgRNA y se han podido determinar qué nucledtidos de esa
secuencia son esenciales (Adkins et al., 1997; Marsh et al., 1988). De la
comparacion de estudios realizados in vivo e in vitro se ha observado
que los requerimientos minimos determinados para la sintesis de un
sgRNA in vitro normalmente son insuficientes para su sintesis in vivo
(French y Ahlquist, 1988).

Existen evidencias de que en el proceso de transcripcion de los
sgRNAs, ademds de la RdRp estdn implicadas otras proteinas del
virus. Un ejemplo descrito es el de AMV, en el que se vio que
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mutaciones en el extremo 3" del RNA 3 impedian la union especifica
de la proteina de capsida al RNA y como consecuencia, se producia
una disminucion drastica de la sintesis del RNA 4 (Reusken et al.,
1997). Por otra parte, la RARp de este virus es capaz de reconocer los
diferentes tipos de promotores presentes en su genoma ya que posee
sitios especificos de union para cada uno de ellos (Suopanki et al.,
1998).

Ademdas de los promotores, se han descrito elementos
estimuladores de la replicacion (conocidos como replication
enhancers), que potencian la sintesis de cadenas positivas y
elementos supresores de la replicacion, que disminuyen la sintesis de
las cadenas negativas. Probablemente, ambos tipos de elementos son
en gran parte los responsables de la asimetria entre la acumulacion
de cadenas negativas y positivas que caracteriza la replicacion viral
(Ray y White, 1999; Nagy et al., 1999, 2001; Pogany et al., 2003; Zhang
et al., 2003, 2004; Panavas y Nagy, 2005; Na y White, 2006).

7. El virus del manchado foliar de los citricos

7.1. Sintomatologia, gama de huéspedes, transmision e incidencia

El virus del manchado foliar de los citricos (CLBV) se detecto
por primera vez en un kumquat Nagami (Fortunella magarita (Lour.)
Swing.) que procedia de Cdrcega (clon SRA-153). Este clon mostraba
sintomas de mala union patrén/injerto cuando se propagaba sobre el
patron citrange Troyer (Citrus sinensis (L.) Osb. x P. trifoliata (L.) Raf.),
pero no sobre limonero rugoso (C. jambhiri Lush) (Navarro et al.,
1984) (Fig. 7). Ademas, en los ensayos de infectividad realizados para
caracterizar bioldgicamente esta nueva enfermedad mediante la
inoculacién por injerto de fragmentos de corteza del clon SRA-153 en
distintas especies de citricos, se observaron los siguientes sintomas:
1) acanaladuras en la madera en cidro Etrog (C. medica L.), 2) clorosis
nervial en las hojas de naranjo amargo (C. aurantium L.), pomelo
Marsh (C. paradisi Mact.), tangelo Orlando (C. paradisi. Macf. x C.
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reticulata Tan.), naranjo dulce Pineapple (C. sinensis (L.) Osb.),
citrange Troyer y tangor Dweet (C. reticulata Tan. x C. sinensis (L.)
Osb.), y 3) manchado clordtico en hojas de tangor Dweet (Navarro et
al., 1984; Galipienso et al., 2000).

A

Figura 7. Sintomas inducidos por Kumquat Nagami SRA-153: mala unién patron-
injerto en propagaciones sobre citrange Troyer.

Para ver si esta enfermedad podia inducir incompatibilidad
patron-injerto en variedades comerciales de citricos se inocularon
plantas de clementino de Nules, limonero Eureka, pomelo Marsh y
naranjo dulce Pineapple con el clon SRA-153 y estas plantas se
propagaron sobre citrange Troyer. Las plantas de clementino y
limonero mostraron sintomas de mala unién patrén-injerto a los seis
meses de la propagacion mientras que en pomelo y naranjo dulce la
union era normal (Galipienso et al., 2000). Ademas, las variedades
que mostraban sintomas de mala unién también inducian clorosis
nervial en naranjo dulce Pineapple, manchado foliar en tangor
Dweet y acanaladuras en la madera en cidro Etrog, mientras que las
variedades que no presentaban mala union so6lo inducian manchado
foliar en tangor Dweet y acanaladuras en la madera en cidro Etrog.
Estos resultados sugerian la presencia de mas de un virus o cepas de
un mismo virus en el kumquat SRA-153 que se podian separar al
pasar por ciertos hospedadores. A la misma conclusion se llegd al
caracterizar bioldgicamente las lineas de kumquat 38-1 y 497-2,
obtenidas por microinjerto a partir del clon SRA-153, ya que éstas
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sOlo inducian acanaladuras en la madera en cidro Etrog y manchado
foliar en tangor Dweet (Navarro et al., 1984; Galipienso et al., 2000).

Recientemente se ha obtenido un clon infeccioso del genoma
completo de CLBV (IC-CLBV) a partir del aislado SRA-153. Dicho
clon induce acanaladuras en la madera en cidro Etrog y manchado
foliar en hojas de tangor Dweet (Fig. 8), pero no produce clorosis
nervial en hojas de naranjo dulce Pineapple ni mala union patrén-
injerto al propagarse sobre citrange. Estos resultados indican que
CLBV sdlo es responsable de la induccion de los sintomas en cidro
Etrog y tangor Dweet, y que la mala unién sobre citrange y la
clorosis nervial en hojas de naranjo dulce estan causados por otro
patdgeno o por la interaccién de CLBV y otro factor bidtico (Vives et
al., 2008).

A) B)

Figura 8. Sintomas inducidos por CLBV. A) Manchado foliar en Tangor Dweet. B)
Acanaladuras en la madera en cidro Etrog.

CLBV infecta todas las especies y variedades de citricos
ensayadas pero solo induce sintomas en cidro Etrog y tangor Dweet,
especies que no son comerciales en Espafa. Ademas,
experimentalmente se ha conseguido transmitir a N. benthamiana y N.
occidentalis y N. cavicola (Guardo et al., 2009), huéspedes en los que el
virus tampoco induce sintomas.

El virus se trasmite de forma natural por injerto al utilizar yemas
infectadas. Ademds, recientemente se ha observado que CLBV
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también se transmite por semilla, aunque en una proporcion muy
baja (Guerri et al, 2004). El virus puede transmitirse
experimentalmente a citricos sanos mediante cortes en el tallo con
una cuchilla mojada con extracto de planta enferma. No se tienen
evidencias de su trasmision por vectores (Vives et al., 2008).

CLBV se ha detectado en Espana (Galipienso et al.,, 2000;
Galipienso et al., 2001; Vives et al., 2002b), Japdn, Florida, Nueva
Gales del Sur (Australia), Italia (Guardo et al., 2007) y Nueva
Zelanda (Harper et al., 2008), en arboles que presentaban mala union
del injerto con patrones trifoliados. La importancia econdmica del
virus es desconocida ya que no se ha determinado su incidencia en
las distintas regiones geograficas donde se ha localizado ni se ha
podido demostrar su participacién junto a otros patdgenos en la
incompatibilidad de ciertas variedades de citricos sobre patrones
trifoliados.

7.2. Taxonomia, organizacion genoOmica y caracteristicas
moleculares

CLBV pertenece a la familia Flexiviridae (Adams et al., 2005;
Martelli et al., 2007). Por sus caracteristicas bioldgicas, estructurales y
moleculares no se pudo encuadrar en ninguno de los géneros
establecidos en dicha familia, por lo que se propuso su asignacion a
un nuevo género denominado Citrivirus y fue aceptado por el comité
internacional para la taxonomia de virus (ICTV) (Vives et al., 2001).

Los viriones de CLBV son particulas con una morfologia
filamentosa y flexuosa, con una longitud media de 960 nm y un
didmetro de 14 nm, formadas por una molécula de RNA
monocatenario de cadena positiva y subunidades de una proteina
capsidica de 41 kDa (Fig. 9).
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Figura 9. Particula viral de CLBV purificada a partir del kumquat SRA-153. Tincién
con acetato de uranilo al 1%. La barra corresponde a 200 nm.

El genoma del virus contiene 8.747 nt y esta poliadenilado en el
extremo 3. Se han identificado 3 marcos de lectura abierta (ORFs) y
dos regiones no codificantes de 73 y 541 nucledtidos en los extremos
5"y 3’, respectivamente. El ORF 1 codifica una poliproteina de 227
KDa que contiene los dominios metil-tranferasa, proteasa, helicasa y
RNA polimerasa, conservados en el supergrupo de los alfavirus. El
ORF 2 codifica una proteina de movimiento (MP) de 40 KDa que
presenta similitud de secuencia con las proteinas de movimiento
célula-célula de la “superfamilia 30K™. Y por tltimo el ORF 3 codifica
la proteina capsidica (CP) de 41 KDa (Vives et al., 2001).

El ORF1 se traduce directamente a partir del RNA gendmico
(gRNA), mientras que los genes de la MP y CP se expresan mediante
la sintesis de RNAs subgendmicos (sgRNAs) 3’coterminales que
actian como RNAs mensajeros a partir de los cuales se traduce el
gen que ocupa la posicién 5 terminal. Tanto el gRNA como los
sgRNAs 3’coterminales estan encapsidados y comienzan en su
extremo 5 con el hexanucledtido GAAAAG, que podria ser un
elemento implicado en el reconocimiento de la polimerasa viral. Los
sgRNAs de la MP y CP tienen en su extremo 5" una region no
codificante de 123 y 284 nt, respectivamente (Vives et al., 2002) (Fig.
10). Ademas de los sgRNAs 3’coterminales el virus sintetiza 2
sgRNAs 5 terminales cuya funcion es desconocida.
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Figura 10. Representacion grafica de la organizacion gendmica del gRNA de CLBV
y los sgRNAs que produce. Las cajas representan los ORFs y dentro de ellas se
indica la proteina que codifican. En el ORF 1 se muestran los dominios funcionales
de la metiltransferasa (MT), la proteasa (PRO), la helicasa (HEL) y la RNA
polimerasa (RdRp). En la parte inferior de la figura estan representados los
sgRNAs 5 coterminales (5'RP y 5'RPMP) y los sgRNAs 3’coterminales (3'MP y
3'CP).

7.3. Diagnostico de CLBV

La presencia del virus en plantas infectadas se puede
diagnosticar mediante métodos biologicos y métodos moleculares.
Como se ha indicado anteriormente, CLBV induce sintomas en
tangor Dweet y cidro Etrog, por lo que estas dos especies se pueden
utilizar para el diagndstico bioldgico del virus. Debido a que el
sintoma de moteado clordtico en tangor Dweet es mas facil de
observar y aparece mas pronto que las acanaladuras en la madera en
cidro Etrog, este ensayo es el que se utiliza para el diagnostico
rutinario del virus. La inoculacion a partir de kumquat SRA-153
siempre causa sintomas muy intensos en todas las plantas
inoculadas. Sin embargo, la inoculacién a partir de otras especies de
citricos como naranjo dulce Pineapple inoculadas previamente con
SRA-153 da lugar a sintomas foliares mas suaves y la transmision del
virus es mas erratica, detectandose en menos del 40% de las plantas
inoculadas. Ello obliga a utilizar al menos seis plantas indicadoras

44



Introduccion

con seis piezas de inoculo para un diagnodstico fiable de la
enfermedad y hace que el método sea inadecuado para procesar un
gran numero de muestras (Galipienso et al., 2000).

Los métodos moleculares que se han desarrollado para el
diagndstico del virus se basan en la deteccion de la proteina de
capsida o del RNA viral. Debido a la baja concentracion en que se
encuentra CLBV en las plantas infectadas, no se pudieron obtener
anticuerpos a partir de viriones purificados. Por ello se prepard un
suero a partir de la proteina capsidica expresada en bacterias. Con
este suero se pudo detectar el virus mediante Western blot utilizando
extractos semipurificados de viriones, pero no se pudo detectar
mediante ELISA utilizando extractos vegetales, por lo que su uso
para el diagndstico rutinario de la enfermedad es muy limitado
(Vives et al., 2001).

El conocimiento de la secuencia del genoma de CLBV permitio
el desarrollo de técnicas de diagndstico basadas en la deteccion del
RNA viral mediante hibridacion molecular o retrotranscripcion y
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) (Galipienso et al., 2004). La hibridacion molecular con sondas
de cDNA marcadas con digoxigenina permite la deteccion del virus
en plantas de invernadero utilizando improntas de tejido o extractos
de RNA total o de RNA bicatenario de brotes jovenes. La técnica de
RT-PCR es mas sensible que la hibridacion molecular y permite la
detecciéon a partir de cualquier tejido infectado. Estos métodos
permiten el diagndstico fiable del virus utilizando hojas jovenes de
plantas infectadas de numerosas variedades de citricos, sin embargo,
en otras variedades como el naranjo dulce Pineapple el virus se
distribuye irregularmente dentro de la planta y solo se detecta en un
20% de las muestras analizadas, por lo que es necesario utilizar un
minimo de diez muestras individuales por arbol para un diagnostico
fiable. Ademas, en condiciones de campo la deteccion de CLBV es
menos consistente que en invernadero debido a que el titulo viral es
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mas bajo y la distribucion mas erratica. Asi, en variedades como el
naranjo dulce cv. Navelina, el virus se detecta en la mayoria de las
muestras analizadas de plantas cultivadas en invernadero tanto por
hibridacién molecular como RT-PCR, pero en condiciones de campo
sOlo dan reaccion positiva entre el 10 y el 20% de las muestras
analizadas de un mismo arbol infectado. Recientemente se ha puesto
a punto la técnica de RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando
sondas Tagman para la deteccion del virus. Esta técnica resulta 1000
veces mas sensible que la RT-PCR convencional y es la técnica que se
estd empleando actualmente para la deteccién rutinaria de CLBV
(Ruiz-Ruiz et al., 2009).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El empleo de vectores virales es una estrategia muy util para la
expresion o el silenciamiento de genes de plantas o para inducir
resistencia frente a otros virus u otros patdgenos. La utilizacion de
los vectores virales tiene la ventaja sobre la mutagénesis o la
transformacion genética de que permite ensayar la funcion de
numerosos genes en un corto periodo de tiempo. Esto es
especialmente critico en citricos, que poseen largos periodos
juveniles (entre 6 y 8 afios) y donde la transformacion genética de
material adulto es muy compleja. Por todo ello, el laboratorio donde
se ha realizado este trabajo de tesis esta interesado en el desarrollo de
un vector viral basado en el virus del manchado foliar de los citricos
(CLBV), virus que ha sido caracterizado biologica (Galipienso et al.,
2000, 2001; Vives et al., 2001, 2008) y molecularmente (Vives et al.,
2001; 2002).

Este virus tiene las siguientes ventajas para ser utilizado como
vector viral: i) infecta a todas las especies y variedades de citricos
ensayadas sin inducir sintomas en la mayoria de ellas, lo que evita
interferencias con la expresion fenotipica del gen o genes a estudiar,
ii) se multiplica en todos los tejidos de la planta, al contrario de lo
que ocurre con otros virus de citricos como el de la tristeza, que esta
limitado a células del floema, iii) se acumula preferentemente en los
meristemos, lo que lo hace especialmente interesante para el estudio
de la expresion de genes implicados en el desarrollo de hojas y
frutos, iv) al ser un virus filamentoso, admite en su genoma
secuencias exogenas de mayor tamano que los virus isométricos, v)
su genoma es de RNA monocatenario y relativamente pequeno
(8747nt), por lo que resulta facilmente manipulable, y vi) dos de sus
proteinas se expresan mediante la formacion de RNAs subgendmicos
(sgRNAs).

Para poder desarrollar un vector viral a partir del genoma de
CLBV es necesario disponer de un clon infeccioso del virus y de
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métodos eficientes de inoculacién del mismo en plantas de citricos.
Al inicio de este trabajo sdlo se disponia de informacion sobre la
construccidon de un clon infeccioso del aislado T36 de CTV y de su
inoculacién en plantas de citricos. De todos los sistemas de
inoculacion de este clon infeccioso de CTV a citricos, el tinico que dio
resultado fue la inoculacion de transcritos del genoma del virus en
protoplastos de N. benthamiana, purificacion y amplificacion de
viriones generados en ellos mediante sucesivos pases en protoplastos
e inoculacion mecdnica de los mismos en plantas de citricos
(Satyanarayana et al.,, 1999). Para reproducir el sistema genético
desarrollado para CTV, era necesario obtener un clon infeccioso del
genoma completo de CLBV bajo el promotor T7 del fago lambda y
poner a punto la obtencion de protoplastos de cidro Etrog, N.
benthamiana y N. occidentalis, que son huéspedes del virus.

Antes de modificar el clon infeccioso de CLBV para convertirlo
en un vector viral eficiente, era necesario conocer la estrategia de
expresion del genoma viral y caracterizar las secuencias implicadas
en el reconocimiento y promocion de la sintesis de los sgRNAs para
poder duplicar este promotor con el objetivo de expresar genes o
fragmentos de genes mediante la formacion de un nuevo sgRNA.

Por otro lado, las plantas han desarrollado un mecanismo de
defensa frente a la infeccidon por virus basado en el silenciamiento
génico postranscripcional, que degrada el RNA viral impidiendo o
limitando su acumulacién o invasion sistémica. Por su parte, como
estrategia de contradefensa, muchos virus de plantas expresan
proteinas supresoras que inhiben este silenciamiento a distintos
niveles. La mayoria de estas proteinas coinciden con los
determinantes de patogenicidad del virus y estan relacionadas con la
multiplicaciéon y movimiento del mismo dentro de la planta
(Moissiard y Voinnet, 2004; MacDiarmid, 2005). Con el objetivo de
desarrollar un vector viral eficiente y seguro basado en el genoma de
CLBV, era interesante determinar la presencia de supresores del
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silenciamiento del virus y ensayar su eficiencia en comparacion con
la de los supresores de otros virus conocidos. Se sabe que los virus
con supresores muy potentes no son adecuados para su uso como
vectores de silenciamiento (VIGS) porque pueden interferir con el
mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) de la
planta impidiendo el silenciamiento del gen a estudiar, pero en
cambio son tutiles para la expresion de genes (Anandalakshmi et al.,
1998; Kasschau y Carrington, 1998; Pignatta et al., 2007).

En consecuencia, los objetivos establecidos para esta Tesis
Doctoral fueron los siguientes:

1) Construir un clon infeccioso de CLBV y ensayar la infectividad del
mismo en protoplastos.

2) Caracterizar los elementos implicados en el inicio y promocién de
la sintesis del RNA subgendmico de la proteina de la capsida.

3) Identificar y caracterizar a la proteina supresora del silenciamiento
génico postranscripcional de CLBV.
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CAPITULO 1

1. 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

El virus del manchado foliar de los citricos posee un genoma de
RNA monocatenario de polaridad positiva de 8.747 nt, organizado en
tres marcos de lectura abierta (ORFs). El ORF 1 codifica una
poliproteina de 227 kD que contiene los dominios funcionales
caracteristicos de la replicasa viral que se traduce desde el gRNA,
mientras los ORFs 2 y 3 codifican la proteinas de movimiento (MP) y
capsida (CP), respectivamente, que se traducen mediante la sintesis
de dos sgRNAs 3" coterminales (Vives et al., 2001, 2002).

Como hemos indicado anteriormente la disponibilidad de un
clon infeccioso es un paso previo imprescindible para: i) desarrollar
un vector viral, ii) caracterizar las secuencias implicadas en el
reconocimiento y promocién de la sintesis de los sgRNAs, y iii)
determinar los motivos de secuencia relacionados con la
manifestacion de sintomas. Al comienzo de esta tesis el tinico clon de
cDNA que se habia obtenido de un virus de RNA de citricos era el
del aislado T36 del virus de la tristeza de los citricos. A partir de ese
clon se obtuvieron transcritos que eran infecciosos en protoplastos de
N. benthamiana. Los viriones generados en estos protoplastos se
inocularon mecdnicamente en citricos. Para reproducir el sistema
genético desarrollado para CTV era necesario obtener un clon
infeccioso de cDNA de CLBV y desarrollar sistemas eficientes de
inoculacién de protoplastos con los transcritos obtenidos del mismo.

Por ello, los objetivos concretos planteados en este capitulo
fueron:

e Construir un clon de cDNA del genoma completo de CLBV bajo
el promotor T7 de la RNA polimerasa del fago lamba.

e Desarrollar sistemas de inoculacion de transcritos en protoplastos
de N. occidentalis, N. benthamiana y cidro Etrog.

57



Capitulo 1

e Inocular directamente los transcritos en plantas de N. benthamiana
y cidro Etrog.

1.2. RESULTADOS

1.2.1. Construccion de un clon de cDNA del genoma completo de
CLBYV bajo el promotor T7 de la RNA polimerasa del fago lambda.

Debido al tamano del genoma de CLBV (~9 kb) (Fig. 1A), no fue
posible amplificar el cDNA completo del virus en un solo paso. Por
ello, mediante retrotranscripcion y amplificacion a partir de extractos
de RNA total del aislado SRA-153, se obtuvieron tres fragmentos
solapantes (5", fC y {3") que abarcaban el genoma del virus,
empleando cebadores especificos basados en la secuencia de CLBV
del mismo aislado (Vives et al., 2001) (Tabla 1 en materiales y
métodos) (Fig. 1B). Los fragmentos amplificados se utilizaron para
ensamblar el cDNA completo de CLBV en un plasmido pUC bajo el
promotor T7 de la RNA polimerasa del fago lambda, mediante tres
pasos de ligaciéon y transformacion utilizando puntos de corte tinicos
presentes en la secuencia del genoma (Fig. 1C). Ademas, se anadio
una cola poli A al extremo 3" del virus para estabilizar su secuencia y
un punto de corte tnico (Bam HI) para poder abrir el plasmido y
obtener transcritos del genoma completo del virus. A esta
construccion la denominaremos T7-CLBV. Como todos los virus de
plantas, los aislados de CLBV contienen una poblacion de variantes
de secuencia (Vives et al., 2002) que pueden tener distinta eficiencia
en la multiplicacion o movimiento. Para minimizar la influencia de
este factor o la debida a posibles errores durante la amplificacion
mediante RT-PCR en la eficiencia del clon infeccioso obtenido, en
cada paso de ligacion se purificaron 10 clones independientes y se
mezclaron para ligar el siguiente fragmento. Al final se ensayo la
infectividad de 10 clones completos independientes.
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Figura 1. Representacion esquematica de la construccion de un clon de cDNA del
genoma completo de CLBV bajo el promotor T7. (A) Diagrama de la organizacion
genomica de CLBV. Los rectangulos de colores representan los marcos de lectura
abierta (ORFs). Las proteinas que codifican los ORFs 2 (MP, proteina de
movimiento) y 3 (CP, proteina de la capsida.) y los dominios funcionales del ORF 1
(MT, metil-transferasa; PRO, proteasa; HEL, helicasa; RdRp, RNA polimerasa
RNA-dependiente) estan indicados en la parte inferior de los rectangulos; (B)
Fragmentos obtenidos mediante retrotranscripcion y amplificacion a partir del
gRNA de CLBV vy sitios de restriccion empleados para ensamblar el clon de cDNA
completo. (C) Esquema del clon T7-CLBV con el genoma competo de CLBV bajo el
promotor T7 (flecha amarilla) insertado el vector pUC 119 (sector negro).

1.2.2. Desarrollo de sistemas de inoculaciéon de transcritos en
protoplastos de N. occidentalis, N. benthamiana y cidro Etrog.

Tanto la obtencidon de protoplastos como su inoculaciéon con
transcritos son procesos muy ineficientes. No todos los virus o
aislados de un virus son capaces de multiplicarse en protoplastos
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purificados de cualquier especie. Asi, se ha visto que el aislado T36
de CTV es capaz de multiplicarse en protoplastos de N. benthamiana
(Satyanarayana et al., 1999, 2001), mientras que el aislado T385 del
mismo virus no infecta protoplastos de dicha especie, pero si los de
naranjo dulce Washington navel (C. sinensis (L.) Osb.) (Dra. Albiach-
Marti, comunicacidon personal). Los tnicos huéspedes naturales de
CLBV son los citricos, pero experimentalmente se ha transmitido a N.
occidentalis 'y N. benthamiana. Por ello, decidimos ensayar
simultdneamente la inoculacién de transcritos en protoplastos de las
tres especies.

El aislamiento de protoplastos es un proceso complejo que se
divide en tres etapas: i) seleccion del material vegetal de partida, ii)
tratamiento con enzimas fangicas para eliminar la pared celular, y
iii) limpieza y purificacion de los protoplastos obtenidos. El
rendimiento del proceso estd influenciado por numerosos factores
como las condiciones de cultivo de las plantas, el tipo de material
vegetal que se emplea, la concentracion de las enzimas utilizadas
para la digestién de la pared celular, el tiempo de digestion, etc.
(Liang et al., 2002; Kanchanaree et al., 2006; Andreu et al., 2009), por
lo que los protocolos de purificacion desarrollados en otros
laboratorios deben optimizarse para cada condicion de trabajo.

1.2.2.1. Aislamiento de protoplastos de N. occidentalis.

Para poner a punto el método de aislamiento de protoplastos de
N. occidentalis (Fig. 2) se partio del protocolo descrito previamente
por Navas-Castillo (1997) para la obtencién de protoplastos de N.
benthamiana. El proceso consiste basicamente en la digestion de
trozos de hoja durante 12-18 horas en una solucién que contiene las
enzimas: celulasa Onozuka 1% y pectinasa macerasa 0.8% en tampon
MM 0.7% (manitol 0.7 M, MES 5 mM [2-(N-acido morfolino etano
sulfénico], pH 5.8), filtracion a través de una malla de acero y
centrifugacion a 1000 rpm durante 10 min. Los protoplastos
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sedimentados se resuspenden en tampdon MM 0.5%, se colocan sobre
un colchodn de sacarosa 0.7 M y se centrifugan a 1000 rpm durante 10
min. Los protoplastos, que quedan localizados en una banda situada
en la interfase entre el tampon MM y el colchon de sacarosa, se
recogen, se lavan dos veces con tampon MM 0.7 M y se cuentan en
una camara cuentaglobulos Fusch-Rosenthal. A continuacion se
resuspenden en un volumen adecuado de tampén MM 0.7 M para
obtener una densidad final de 0.6-1x10° protoplastos/ml, adecuada
para la transfeccion.

Uno de los factores que influye en el rendimiento del
aislamiento de protoplastos es el estado fisiologico del material de
partida. Para conocer cudl era el estado fisioldgico dptimo en las
plantas de N. occidentalis, se cultivaron plantas de esta especie en una
camara de cultivo a una temperatura de 24° C dia y 18° C noche, con
16 horas de luz (3500-4400 luxes). A las 4, 6 y 8 semanas desde su
transplante se recolectaron hojas jovenes completamente expandidas
que se incubaron en la solucidon enzimadtica descrita por Navas-
Castillo et al., 1997. La observacion al microscopio de la mezcla de
digestién indicé que las hojas procedentes de las plantas de 4
semanas presentaban el mayor niimero de protoplastos liberados.

Otro factor critico en el aislamiento de protoplastos es la
concentracion de las enzimas empleadas en la solucion de digestion
y el tiempo de incubacién en la misma. Para realizar este
experimento se partié de una mezcla de hojas que se dividio en cinco
fracciones idénticas y se incubaron durante 16 horas en las mezclas
enzimaticas mostradas en la tabla 1.

Tabla 1.- Concentraciones enzimaticas ensayadas para la obtencion de protoplastos
de N. occidentalis.

Enzimas | A B ¢ (D =®
Celulasa (%) 1 09 08 0.7 0.6
Macerasa (%) 0.8 0.7 06 0.5 0.4
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La observacion al microscopio de las distintas mezclas de
digestion mostréd que las soluciones enzimaticas C y D fueron las
unicas que daban lugar a protoplastos liberados, siendo la solucién D
la que proporcionaba un nimero mayor de protoplastos.

El siguiente pardmetro que se estudié fue el tiempo de
incubacion en la solucion enzimatica. Para ello se incubaron dos
fracciones de hojas en la solucion D durante 14 y 18 horas. En la
incubacion realizada durante 18 h se observé un mayor ntimero de
protoplastos rotos, por lo que se establecio en 14 h el tiempo 6ptimo
de incubacion en la solucién de digestion.

Una vez establecida la concentracion enzimatica apropiada y la
duracion del tratamiento, se modificaron otros factores que podrian
afectar al rendimiento en la purificacion de los protoplastos:

La adicion de un estabilizador osmotico a la solucion enzimatica
es esencial para evitar la rotura de los protoplastos a medida que son
liberados, siendo éstos mas estables si la solucion es ligeramente
hipertonica. En un primer ensayo se probaron concentraciones
decrecientes de manitol (0.7, 0.6, 0.5 y 0.4 M) en tampon MM. La
observacion al microscopio no mostré diferencias significativas entre
las concentraciones de 0.5 y 0.4 M de manitol. Sin embargo las
concentraciones de 0.7 y 0.6 M provocaron la rotura de todos los
protoplastos liberados.

En un segundo experimento, ademas de las concentraciones de
manitol de 0.4 y 0.5 M se ensay6 una intermedia de 0.45 M. En
paralelo se prepararon las mismas soluciones aunque suplementadas
con CaCl210 mM, ya que se ha descrito que el calcio incrementa la
estabilidad de las membranas. El rendimiento (numero de
protoplastos obtenido por gramo de tejido) se calculé haciendo un
recuento de protoplastos viables en la cdmara cuentaglobulos. Los
rendimientos obtenidos oscilaron entre 0.48-0.52x10¢, 0.32-0.38x10°y
0.19-0.25x10° protoplastos/g tejido usando 0.45, 0.5 y 04 M de
manitol, respectivamente. El aporte de CaClo no aumento el
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rendimiento final, aunque los protoplastos aislados mostraron un
aspecto mas compacto.

Con el objetivo de aumentar el rendimiento, se ensayd la
agitacion de los matraces durante la incubacion en la mezcla de
digestion, buscando un equilibrio entre el posible dafio producido
por la agitacion y la mayor liberacion de protoplastos que ésta podria
proporcionar. El nimero de protoplastos liberados con agitacion fue
significativamente inferior al obtenido sin agitacion, ya que la
agitacion favorecié la rotura de los mismos. Para aumentar el
rendimiento también se ensayo la aplicacion de vacio a la mezcla de
digestion durante 10 min antes de la incubacion, sin embargo no se
observaron diferencias significativas con los rendimientos ya
obtenidos. La solucion enzimadtica optimizada para N. occidentalis se
muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Composicion de la solucidn enzimatica optimizada para la obtencion de
protoplastos de N. occidentalis.

Solucion enzimatica Concentracion
Celulasa (%) 0.7
Macerasa (%) 0.5
Manitol (M) 0.45

MES (mM) 5
CaCl2 (mM) 10

Una vez puesta a punto la digestion del material vegetal se
procedid a optimizar la purificacion de los protoplastos. Una vez
establecida la concentracion adecuada de manitol (0.45 M) en la
solucion de digestion, esta misma concentracion se utilizd en todas
las soluciones empleadas en el proceso de purificacion y transfeccion.

Como los protoplastos de N. occidentalis son mas fragiles que los
de N. benthamiana, para aumentar el rendimiento se ensayaron
tiempos mads cortos de centrifugacion y fuerzas centrifugas mas
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bajas. Las condiciones Optimas se consiguieron centrifugando los
protoplastos a 100g durante 7 min.

Por ultimo, se ensay6 la concentracion adecuada del colchdn de
sacarosa. Para ello, se probaron dos concentraciones: 0.47 y 0.5 M
obteniéndose rendimientos de 0.64-0.68x10° y  0.5-0.54x10°
(protoplastos/g tejido), respectivamente. Por tanto, en todos los
experimentos posteriores de purificacion de protoplastos se empled
la concentracion optima de sacarosa de 0.47 M.

Figura. 2. Protoplastos aislados del mesofilo de N. occidentalis.

1.2.2.2. Aislamiento de protoplastos de N. benthamiana.

Para poner a punto el protocolo de aislamiento de protoplastos
de N. benthamiana (Fig. 3) se partio del descrito previamente por
Navas-Castillo (1997). Los experimentos que se plantearon fueron
similares a los descritos para la obtencion de protoplastos de N.
occidentalis.

Las plantas se incubaron en una cdamara de cultivo en
condiciones controladas, a una temperatura de 24° C dia y 18 C
noche, con 16 horas de luz de una intensidad de 2300-2800 luxes. Se
ensayaron digestiones con hojas jovenes completamente expandidas
de plantas de 3, 5 y 7 semanas de edad, obteniéndose una digestion
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optima cuando se utilizaban hojas de plantas recolectadas a las 3
semanas.

Para conocer la combinacion éptima de la mezcla de digestion
se ensayaron las concentraciones enzimaticas indicadas en la tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones enzimaticas ensayadas para la obtencion de protoplastos
de N. benthamiana.

Enzimas | @ B C
Celulasa (%) 1 0.9 0.8
Macerasa (%) 0.8 0.7 0.6

Con las condiciones B y C no se produjo una digestion completa
del material vegetal, observandose al microscopio una gran cantidad
de restos vegetales sin digerir y un niumero pequeno de protoplastos
liberados, mientras que con la mezcla A la digestion de la hoja fue
casi completa observandose un numero de protoplastos liberados
significativamente superior.

El segundo ensayo realizado fue la modificacién de Ia
concentracion de manitol en la solucion enzimatica. Las
concentraciones probadas fueron de 0.7, 0.6 y 0.5 M afadiéndose a
todas ellas CaCl 10 mM. El mayor rendimiento se obtuvo con las
soluciones que contenian manitol 0.7 M (0.6-0.8x10° protoplastos/g
tejido) y 0.6 M (1.0-1.4x10°¢ protoplastos/g tejido).

Al igual que sucedid en el aislamiento de protoplastos de N.
occidentalis, la aplicacion de vacio antes de la incubacion o la
agitacion suave de los matraces durante la misma no aumento el
rendimiento final del proceso. La composicion de la solucion
enzimatica adoptada figura en la tabla 4.
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Tabla 4. Solucién enzimatica optimizada para la obtenciéon de protoplastos de N.
benthamiana.

Solucion enzimatica Concentracion
Celulasa (%) 1
Macerasa (%) 0.8
Manitol (M) 0.6

MES (mM) 5
CaCl: (mM) 10

Todas las soluciones del proceso de purificacidon y transfeccion
de protoplastos se ajustaron a una concentracion de manitol de 0.6
M.

Finalmente, las modificaciones realizadas en la concentracion
del colchén de sacarosa empleado en la etapa de purificacion de
protoplastos, no mejoraron el rendimiento respecto a la utilizada en
el protocolo original.

En general, los rendimientos obtenidos en el aislamiento de
protoplastos a partir del mesoéfilo de N. benthamiana oscilaron entre
1.0-1.4x10° protoplastos/g tejido, superiores a los obtenidos a partir
de hojas de N. occidentalis. Ademas, los protoplastos de N.
benthamiana tenian un tamafo mayor y eran mas resistentes que los
de N. occidentalis (Fig. 3).
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Figura 3. Protoplastos aislados del mesofilo de N. benthamiana.
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1.2.2.3. Aislamiento de protoplastos de cidro Etrog.

Para aislamiento de protoplastos de cidro (Fig. 4) se partio del
protocolo descrito por Grosser y Chandler (1987) con modificaciones
(véase materiales y métodos). El proceso es similar al descrito para N.
occidentalis pero difiere principalmente en los tampones empleados.
De la misma manera, se digieren las hojas troceadas durante 15-17
horas en una solucién enzimdatica que contiene: celulasa Onozuka
1%, pectinasa macerasa 1% y pectoliasa 0.2%, disueltas en un tampodn
con manitol 0.7 M, CaClz 0.77 M, NaH2PO+H20 0.032 M, MES 0.25 M,
pH 5.8. Después de filtrar y centrifugar la mezcla de incubacion, los
protoplastos liberados se recogen y se resuspenden en tampon
MCPW (manitol 0.7 M, KH2POs 0.02 M, KNOs 0.1M, MgSO.+7H20 0.1
M, KI 0.1 mM, CuSO4-5H20 0.1uM, CaCl: 0.1M, MES 6.25 mM)
colocandose sobre un colchon de sacarosa 0.5 M. La banda formada
por los protoplastos en la interfase de las dos soluciones se recoge y
se somete a dos lavados consecutivos con tampén MCPW.
Finalmente, los protoplastos se cuentan y se resuspenden en un
volumen de MCPW adecuado para dejarlos a la concentraciéon
necesaria para la transfeccion de los mismos.

Para conocer cual era el material iddneo se cultivaron plantas de
cidro Etrog en una camara a 24° C dia y 18° C noche con una
intensidad luminica de 7000-8000 luxes y 16 h de luz. Se recolectaron
hojas jovenes en crecimiento y hojas jovenes completamente
expandidas que se incubaron en la mezcla enzimatica descrita. En
todos los ensayos realizados, la observacion al microscopio mostro
un mayor numero de protoplastos liberados en las digestiones de
hojas en crecimiento que en las hojas completamente expandidas.

Para optimizar la mezcla de digestion se ensayaron las
combinaciones enzimaticas indicadas en la tabla 5.
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Tabla 5. Concentraciones enzimaticas ensayadas para la obtencion de protoplastos

de cidro Etrog.
Enzimas | A C
Celulasa (%) 1 0.85 1.15
Macerasa (%) 1 0.85 1.15
Pectoliasa(%) 0.2 0.16 0.24

La digestion con las diferentes mezclas revel6 que la solucion B
era la que mostraba un mayor namero de protoplastos enteros. Las
digestiones con la soluciones A y C, aunque presentaban un gran
numero de protoplastos liberados, la mayoria de ellos estaban rotos,
posiblemente debido a una excesiva digestion del material vegetal.

Para ensayar el efecto del manitol en la estabilidad de los
protoplastos se ensayaron tres concentraciones 0.7, 0.6 y 0.5 M en la
solucion enzimatica y se compard con el medio complejo BH3
(manitol y sacarosa suplementado con sales y vitaminas) descrito por
Grosser y Gmitter (1990). Los rendimientos mas elevados se
obtuvieron con la concentraciéon de 0.7 M de manitol. La observacion
al microscopio de las soluciones enzimaticas con manitol 0.7 M y con
medio BH3 no presentaron diferencias significativas en el aspecto de
los protoplastos liberados, sin embargo el rendimiento fue mayor
utilizando la solucién BH3 (8.3-8.75x10¢ protoplastos/g tejido) que
con la solucion de manitol (6.4-7.0x10° protoplastos/g tejido). La
composicion de la nueva solucion enzimatica figura en la tabla 6.

68



Capitulo 1

Tabla 6. Solucién enzimatica optimizada para la obtencion de protoplastos de cidro
Etrog.

Solucion enzimatica Concentracion
Celulasa (%) 0.85
Macerasa (%) 0.85
Pectoliasa (%) 0.16

BHs (%) 33
MES (mM) 0.25
CaCl2 (mM) 0.77
NaH2PO412H20 (mM) 0.032

Todas las soluciones empleadas en los procesos de purificacion
y transfeccion se prepararon con de BH3 (0.7M).

Figura 4. Protoplastos aislados del mesoéfilo de cidro Etrog.

1.2.2.4. Inoculacion de protoplastos con transcritos de CLBV

Para determinar si CLBV era capaz de multiplicar en
protoplastos, se obtuvo un extracto semipurificado de viriones
(Galipienso et al., 2001) que se inoculd en protoplastos de N.
benthamiana, N. occidentalis y cidro Etrog. La transfeccion se realizo
empleando polietilenglicol (PEG) 8000 al 30% (Cassells y Barlass,
1978), un agente que promueve la fusion celular. Para cada
transfeccion se utilizaron 1-1.5x10¢, 0.6-1x10°, 1-2x10° protoplastos de
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cidro, N. occidentalis y N. benthamiana, respectivamente. Los
protoplastos transfectados se incubaron durante cinco dias en
oscuridad a una temperatura de 28°C. A los dias 1, 2, 3, 4 y 5 post-
transfeccion (dpt) se recolectaron los protoplastos y se extrajo el RNA
total de los mismos. La replicacion viral se detectd mediante
hibridacién tipo northern blot utilizando una ribosonda de polaridad
negativa de CLBV complementaria a la region de la capsida
localizada entre los nucledtidos 7685 y 8044 del gRNA.

Los viriones de CLBV replicaron en protoplastos de las tres
especies empleadas, tanto en cidro, que es un huésped natural de
CLBV, como en las dos especies de Nicotiana, que son huéspedes
experimentales. Ademas, el andlisis northern blot también mostro
que la acumulacion del virus fue mayor en los protoplastos de N.
benthamiana y N. occidentalis que en los de cidro. La presencia de los
RNAs gendmico y subgenomicos del virus se detecté tinicamente a
partir de 4-5 dpt, que es el tiempo maximo de supervivencia de los
protoplastos en nuestras condiciones de trabajo (Fig. 5).

C+ 1 2 3
gRNA D | P —

MP-sgRNA p

CP-sgRNA p

Figura 5. Hibridacion northern blot del RNA total extraido a los 4 dpt a partir de

protoplastos de cidro (1), N. occidentalis (2), y N. benthmiana (3) transfectados con
viriones semipurificados de CLBV. C+, dsRNA de plantas infectadas con CLBV. La
membrana se hibridé con una ribosonda de polaridad negativa marcada con
digoxigenina de la regidon de la capsida. Las flechas indican las posiciones del
gRNA y de los sgRNAs de las proteinas de movimiento (MP) y capsida (CP).
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Para determinar si los transcritos obtenidos a partir de los clones
de cDNA de CLBV construidos eran infecciosos en protoplastos, se
realizé la transcripcion in vitro de 10 clones independientes de la
construccion T7-CLBV en presencia o ausencia de estructura CAP.
Para determinar la calidad de los transcritos, éstos se visualizaron en
un gel de agarosa estéril al 1% (Fig. 6).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de transcritos obtenidos in vitro a
partir de dos clones independientes (1 y 2) de la construccion T7-CLBV. M,
marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen).

La concentracion de RNA obtenida en las diferentes
transcripciones se cuantifico en un espectrofotémetro (Nanodrop™)
y se utilizaron 10 ug de cada una de ellas para la transfeccion de
protoplastos de N. occidentalis, N. benthamiana y cidro Etrog en
presencia de PEG 1540 40%. Como control positivo del bioensayo se
transfectaron protoplastos con viriones de CLBV.

Los protoplastos transfectados se incubaron en oscuridad a una
temperatura de 28° C. A los 1, 2, 3, 4 y 5 dpt se extrajo el RNA total
de los protoplastos y se analizo mediante hibridacion northern blot.
Sélo en algunas de las transfecciones de protoplastos de N.
benthamiana se observé acumulacion de gRNA y de sgRNAs del virus
mediante hibridacion tipo northern blot a los 5 dpt, aunque ésta fue
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menor que la detectada en protoplastos transfectados con viriones.
Unicamente los transcritos a los que se afiadié la estructura CAP
fueron infecciosos y ademas no se encontraron diferencias entre los
distintos clones ensayados (Fig. 7).

C+ 1 2 3
SRNA P | s

MP-sgRNAp

CP-sgRNAD| o

Figura 7. Hibridacion northern blot del RNA total extraido a los 5 dpt de
protoplastos de cidro (1), N. occidentalis (2), y N. benthmiana (3) transfectados con
transcritos de un clon de T7-CLBV. C+, RNA total de protoplastos transfectados
con viriones semipurificados de CLBV. La membrana se hibridé como en la fig. 5.
Las flechas indican las posiciones del gRNA y de los sgRNAs de las proteinas de
MP y CP.

1.2.3. Inoculacion directa de transcritos generados a partir del clon
de CLBV en plantas de N. benthamiana y cidro Etrog.

Con el objetivo de determinar si los transcritos de CLBV eran
infecciosos en plantas, se realizd la transcripcidn in vitro de 4 clones
independientes de la construccion T7-CLBV en presencia de
estructura CAP. Estos transcritos se inocularon mecdnicamente en
hojas de 4 plantas de N. benthamiana previamente espolvoreadas con
carborundo, utilizado como agente abrasivo, y en 4 plantas de cidro
Etrog mediante 25 cortes en la corteza del tallo con una cuchilla
mojada en la solucién de transcripcion. Las inoculaciones se
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realizaron en presencia o ausencia de Lipofectina® (Invitrogen),
detergente cationico que aumenta la eficiencia de la inoculacion. La
presencia del virus se estudio mediante extraccion del RNA total de
las hojas superiores a los 7, 14, 21, 30, 60 y 90 dias de la inoculacién y
amplificacion mediante RT-PCR utilizando iniciadores especificos
del virus (Galipienso et al, 2004). En ninguna de las plantas
inoculadas se detectd la presencia de CLBV.

1.3. DISCUSION

La obtencion de un clon infeccioso basado en el genoma de
CLBV y el desarrollo de métodos eficaces de inoculacién del mismo
en citricos, es un paso imprescindible para la obtenciéon de un vector
viral eficiente. Ademas, la disponibilidad de un clon viral infeccioso
permite estudiar aspectos relacionados con la replicacion del virus, la
expresion génica de sus proteinas o la identificacion de los
determinantes de patogenicidad virales (Boyer y Haenni 1994;
Nagyova y Subr, 2007). El desarrollo de un sistema genético eficaz
para manipular CLBV es mdas complicado que para otros virus de
plantas horticolas debido a factores como: i) el bajo titulo que alcanza
el virus en la planta, ii) el largo periodo que requieren los ensayos
bioldgicos (hasta un afo), iii) CLBV solo se transmite en citricos por
injerto y experimentalmente mediante cortes en la corteza utilizando
extractos semipurificados, si bien este método tiene baja eficiencia, y
iv) el tnico huésped natural del virus son los citricos, aunque
experimentalmente se ha transmitido a plantas de N. benthamiana y
N. occidentalis. Al inicio de esta tesis sdlo se disponia de informacion
sobre la construccidén de un clon infeccioso del aislado T36 de CTV y
de su inoculacion en plantas de citricos. De todos los sistemas
ensayados de inoculacion de este clon infeccioso en citricos
(agroinoculacion, inoculacidén directa de transcritos de RNA en
planta, etc.), el unico que dio resultado fue la inoculacion de
transcritos del genoma del virus en protoplastos de N. benthamiana,

73



Capitulo 1

seguida de una amplificacion de los viriones generados en éstos
mediante sucesivos pases a nuevos protoplastos, y finalmente,
inoculacion mecanica de los viriones en plantas de citricos
(Satyanarayana et al., 1999).

En este trabajo hemos intentado reproducir el sistema genético
desarrollado para CTV construyendo un clon de cDNA de CLBV y
poniendo a punto un protocolo para la inoculacion de transcritos de
RNA del genoma completo del virus en protoplastos de N.
benthamiana, N. occidentalis y cidro Etrog. El aislamiento de
protoplastos de hojas de dichas especies se habia descrito
anteriormente (Grosser y Chandler, 1987; Navas-Castillo et al., 1997;
Albiach-Marti et al.,, 2004). Sin embargo dichos protocolos deben
optimizarse para las condiciones experimentales de cada laboratorio.
Se sabe que son tres los factores que mas influyen en el aislamiento
de protoplastos (Liang et al., 2002; Kanchanaree et al., 2006; Andreu
et al., 2009). El primer factor es el estado fisiologico y la edad del
material vegetal de partida. El mayor rendimiento (nimero de
protoplastos aislados/g de tejido inicial) en cidro se obtuvo a partir
de hojas jovenes en crecimiento y en N. occidentalis y N. benthamiana
se obtuvo con hojas completamente expandidas de plantas con
edades maximas de 4 y 3 semanas, respectivamente. El rendimiento
obtenido a partir de hojas de plantas de tabaco mas adultas fue
mucho menor debido a que se acumula mas lignina en las paredes
celulares dificultando su digestion. Idénticos resultados se
observaron al aislar protoplastos de Allium ampeloprasum (Buiteveld
y Creemers-Molenaar, 1994), Medicago Sativa (Levee et al., 2005) y
Sesbania bispinosa (Zhao et al., 1995). El segundo factor es la
combinacion entre la concentracion y el tiempo de incubacion de las
hojas con la mezcla enzimatica. Las concentraciones enzimaticas
optimas fueron de: i) celulasa 0.7% y macerasa 0.5%, para N.
occidentalis, ii) celulasa 1% y macerasa 0.8% para N. benthamiana, y iii)
celulasa 0.85%, macerasa 0.85%, y pectoliasa 0.16% para cidro. El
tiempo de incubacion fue de 14h para las dos especies del género
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Nicotiana y de 15-17 h para cidro. El uso de concentraciones
enzimdaticas mads elevadas causd toxicidad y rotura de los
protoplastos, mientras que utilizando concentraciones mas bajas se
obtuvieron digestiones incompletas. Cada especie vegetal necesita
una combinacién diferente de enzimas y de tiempos de incubacion
necesaria para optimizar el rendimiento de obtencion de
protoplastos. Por ejemplo, para obtener protoplastos de arroz las
hojas se incuban durante 4 h en la mezcla enzimatica que contiene
celulasa 1% vy funcelasa 1% (Toyama, 1989) y para obtener
protoplastos de ciruelo hay que incubar las plantas en oscuridad
durante 7 dias antes de la digestion y ésta se realiza con celulasa 1%,
pectoliasa 0.1% y macerozima 0.5% (Andreu et al., 2009), lo que
confirma que las condiciones deben ser puestas a punto para cada
sistema. Por ultimo, el tercer factor determinante es el efecto de la
concentracion de manitol, ya que éste proporciona el potencial
osmotico adecuado para la supervivencia de los protoplastos (Maeda
y Hagiwara, 1974; Ohshima y Toyama, 1989). La concentracion
optima de manitol para la extraccidon de protoplastos de N.
occidentalis se establecié en 0.45 M una concentracion similar a la
utilizada por Satoh (2000), 0.6 M para protoplastos de N. benthamiana
y 0.7 M para los de cidro. En el caso de los cidros, los mejores
rendimientos se obtuvieron utilizando BH3 como solucion osmotica,
confirmando los resultados obtenidos previamente por Grosser y
Gmitter (1990). Las condiciones de obtencion de protoplastos puestas
a punto en esta tesis diferian de las descritas en los protocolos
originales (Grosser y Chandler, 1987; Navas-Castillo et al., 1997;
Albiach-Marti et al., 2003) confirmando la hipotesis inicial de que es
necesario optimizar las mismas para las condiciones experimentales
de cada laboratorio.

CLBV replico en protoplastos de las tres especies transfectadas
con viriones purificados a partir de material vegetal infectado
(Galipienso et al., 2001), aunque el nivel de replicacion fue bajo y
variable. La maxima tasa de replicacion se detectd en protoplastos de
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N. benthamiana, a pesar de no ser un huésped natural del virus.
Idénticos resultados se observaron al transfectar protoplastos de N.
benthamiana y naranjo dulce Washington Navel con viriones de CTV,
donde la mayor tasa de replicacion viral se observd en los
protoplastos de tabaco (Navas-Castillo et al., 1997). El mayor nivel de
replicacion de CLBV observado en los protoplastos de N. benthamiana
podria ser debido a que la tasa de multiplicacion del virus por
protoplasto en este huésped sea mayor o a que se consiga transfectar
un mayor numero de protoplastos. Lo mas probable es la primera
hipétesis, ya que se sabe que N. benthamiana es deficiente en la RNA
polimerasa I por lo que el sistema de silenciamiento de esta especie
es menos eficiente y permite una mayor acumulacion del virus (Yang
et al.,, 2004). El virus se detectd a los 4 dpt, un periodo cercano al
limite de supervivencia de los protoplastos. Este periodo de
incubacién es superior al necesario cuando se inoculan protoplastos
con otros virus como CTV (Navas-Castillo, 1997), el virus del
moteado amarillo del arroz (RYMYV) (Brugidou et al., 1995), el virus
del amarilleo de las cucurbitdceas (Cucurbit aphid-borne yellows virus,
CABYV) (Priifer et al., 1995), el virus del amarilleo infeccioso de la
lechuga (Lettuce infectious yellows virus, LIYV) (Klassen et al., 1996), el
virus del rizado moteado de la alcachofa (Artichoke mottle crinkle
virus, AMCV) (Tavazza et al., 1994) y el virus de los anillos cloréticos
del hibiscus (hibiscus chlorotic ringspot virus, HCRSV) (Liang et al.,
2002), donde la infeccién viral se detecta a los 2 dpt. Esto puede ser
debido a que CLBV tenga una tasa de multiplicacion menor que
otros virus de plantas o a que el método de transfeccion empleado en
este trabajo sea menos eficiente. Aunque no son métodos
comparables, en plantas de N. benthamiana agroinfiltradas con clones
de cDNA de CLBYV, el virus se detecta mediante analisis northern
blot a partir de 5 dias postinoculacion (dpi) (ver capitulo siguiente).
Esto sugiere que la primera hipdtesis es la mas probable, ya que en la
agroinoculacion de clones infecciosos de otros virus la acumulacion
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viral se detecta a tiempos mads tempranos (Martinez-Priego et al.,
2008).

En los protoplastos de N. benthamiana transfectados con
transcritos a los que se les habia anadido la estructura CAP, se
detectd replicacion viral a los 5 dpt mientras que nunca se detect6 en
inoculaciones con transcritos sin esta estructura. Este resultado
sugiere que la estructura CAP contribuye a la infectividad
aumentando la traduccién inicial del transcrito (Shih et al.,, 1976;
Contreras et al,, 1982), y/o aumentando su estabilidad al limitar la
degradacion mediada por las nucleasas del hospedador (Furuichi et
al.,, 1977; Shimotohno et al., 1977; Green et al., 1983). De la misma
manera, en CTV y LIYV so6lo los transcritos virales a los que se les
anadioé una estructura CAP resultaron infecciosos (Satyanarayana et
al., 1999; Klaassen et al., 1996), mientras que en el caso de RYMV y
AMCYV, ambos tipos de transcritos (con y sin CAP), resultaron
infecciosos (Tavazza et al., 1994; Brugidou et al., 1995).

La acumulacion detectada a los 5 dpt en protoplastos
transfectados con viriones de CLBV fue superior a la observada al
emplear transcritos. Esta diferencia de acumulacién también se
observé con CTV, donde la multiplicacién viral se detect6 a los 2 dpt
al inocular viriones y a los 3 dpt al inocular transcritos
(Satyanarayana et al., 1999), pero no con la mayoria de virus, que se
acumulan de forma similar en protoplastos transfectados con
viriones o transcritos (Tavazza et al., 1994; Brugidou et al., 1995;
Klassen et al., 1996).

Los aislados de CLBYV, al igual que otros virus de genoma de
RNA, estan compuestos por una poblacion de variantes de secuencia.
El hecho de que los 10 clones ensayados fuesen infecciosos en
protoplastos de N. benthamiana y multiplicasen de forma similar,
sugiere que no debe haber grandes diferencias de infectividad entre
las distintas variantes de secuencia del aislado SRA 153, a partir del
cual se obtuvo el clon de cDNA. En estudios previos donde se
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analizé la diversidad genética de la poblacion de CLBV dentro de
aislados y entre aislados de diferentes paises, se observo que ésta era
de las mas bajas en comparacion con otros virus de RNA estudiados
(Vives et al., 2002).

La inoculacién mecénica directa en plantas de cidro Etrog o de
N. benthamiana con transcritos del genoma de CLBV fue infructuosa a
pesar de que éstos si eran capaces de infectar protoplastos. Intentos
previos de inocular citricos con transcritos o RNA purificados de
viriones de CTV utilizando distintos aditivos o procedimientos
tampoco tuvieron éxito (Satyarayana et al., 1999, 2001).

Los resultados obtenidos sugieren que, aunque los clones de la
construccion T7-CLBV son infecciosos en protoplastos, el RNA del
virus no es un indculo eficiente para infectar plantas.
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CAPITULO 2

2.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Para emplear un clon infeccioso como vector viral, es necesario
modificar su genoma introduciendo puntos de corte Unicos que
permitan insertar los genes cuya funcion se desea determinar. La
secuencia del gen a estudiar se puede introducir en distintas zonas
del genoma del virus, sin embargo se ha observado que se obtienen
niveles mds altos de expresion si el gen a ensayar se clona bajo el
promotor de un sgRNA que si se clona en otras regiones del genoma
viral (Liu et al., 2002; Ratcliff et al., 2001). Para clonar una secuencia
bajo el promotor de un sgRNA se pueden emplear diversas
estrategias, pero la mas utilizada consiste en la duplicacion de dicho
promotor en una regién no codificante del genoma viral, lo que
permite transcribir genes o fragmentos de genes induciendo la
formacion de un nuevo sgRNA. Ademads, se sabe que el tamano de la
secuencia que se inserta en el genoma del virus puede influir en la
replicacion y/o movimiento del mismo. Por todo ello, es importante
localizar y caracterizar la secuencia minima implicada en el
reconocimiento y promocion de la sintesis de los sgRNAs de CLBYV,
para obtener un vector viral eficiente que nos permita silenciar o
expresar genes foraneos mediante la duplicacion de uno de los
promotores de los sgRNAs del virus.

La localizacién y caracterizacion de los posibles elementos
involucrados en la sintesis de los sgRNAs requiere introducir
supresiones de nucle6tidos y mutaciones en la region del genoma del
virus que se quiere estudiar. En la mayoria de virus de RNA, los
elementos de secuencia que regulan la expresion de los sgRNAs
normalmente estdn localizados antes del inicio de transcripcién de
los mismos (Miller y Koev, 2000). En CLBV, el extremo 5" terminal
del RNA subgendémico 3’coterminal de la proteina de movimiento
(MP-sgRNA) se localizo en la posicion nucleotidica 5839 de la cadena
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positiva del gRNA, 124 nt antes del codén de parada del ORF que
codifica la poliproteina implicada en la replicacion del virus (Vives et
al., 2002). Por ello, es posible que la secuencia promotora del MP-
sgRNA esté localizada dentro de los dominios funcionales de la
polimerasa del virus (nt 5066-5752 del gRNA), por lo que las
supresiones en dicha region podrian impedir la replicacién del virus.
Sin embargo, el extremo 5" del sgRNA de la proteina de capsida (CP-
sgRNA) de CLBV se localiz6 en la posicion nucleotidica 6831 del
gRNA, dentro del ORF que codifica la MP (Vives et al.,, 2002),
proteina que no debe ser imprescindible para la replicacion del virus.
Por dicho motivo y porque el CP-sgRNA se acumula en mayor
proporcion que el MP-sgRNA, decidimos mapear el promotor del
primero en su contexto natural.

Hasta la fecha, todos los estudios realizados para caracterizar in
vivo las secuencias implicadas en la promocion de los sgRNAs de
virus de plantas, se han realizado mediante la inoculacion de
transcritos del virus en protoplastos (Gowda et al., 2001; Ayllén et
al, 2003, 2004; Sivakumaran et al.,, 2004; Li y Wong, 2006). Sin
embargo, como se ha visto en el capitulo anterior, en protoplastos de
N. occidentalis, N. benthamiana y cidro Etrog transfectados con
viriones o con transcritos infecciosos de CLBV generados in vitro,
sOlo se detectaron pequefias cantidades de RNA viral (gRNA y
sgRNAs), por lo que es imposible utilizar este sistema genético para
caracterizar el promotor del CP-sgRNA.

Por todo ello, los objetivos concretos de este de este capitulo
fueron:

e Desarrollar un sistema genético basado en la agroinoculacion de
hojas de N. benthamiana con un clon de cDNA de CLBV.

e Determinar la secuencia minima promotora del sgRNA de la
proteina de capsida de CLBV.
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o Evaluar el efecto de la modificacion del inicio de transcripcion en
la sintesis del sgRNA de la capsida.

2.2. RESULTADOS

2.2.1. Desarrollo de wun sistema genético basado en Ia
agroinoculacion de hojas de N. benthamiana con un clon de cDNA
de CLBV.

Los promotores de los sgRNAs de los virus con genoma de
polaridad positiva estdn localizados en la cadena negativa del RNA
gendmico (Miller y Koev, 2000), sin embargo por comodidad
emplearemos la numeracion de los nucledtidos referidos a la cadena
positiva. Asi, nos referiremos al nucledtido 5 “terminal de la cadena
positiva del sgRNA como el nucledtido +1.

En el laboratorio se disponia de un clon infeccioso del genoma
completo de CLBV bajo el control del promotor 355 de virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) (IC-CLBV). En hojas de N. benthamiana
agroinoculadas con dicho clon se observo una buena acumulacion
tanto del gRNA como de los dos sgRNAs del virus (Vives et al.,
2008). Ello nos hizo pensar que la inoculacion de construcciones
derivadas de IC-CLBV con supresiones o mutaciones en el gen de la
MP podrian inducir la formaciéon de viriones defectivos capaces de
multiplicarse en las células agroinoculadas, independientemente de
que el virus fuera capaz o no de moverse célula a célula o a larga
distancia. Para ensayar esta hipotesis se sintetizd el mutante M1, en
el que se introdujo un coddén de parada en el aminoacido 118 de la
MP mediante la sustitucion en el clon IC-CLBV de los nucleétidos
GAA, localizados en la posicion 6313-6315 nt del genoma viral, por
TGA. Para estudiar si el mutante M1 era capaz de multiplicarse y
moverse, se agroinocularon hojas de N. benthamiana con esta
construccion utilizando como control el clon IC-CLBV. Se realizaron
3 ensayos independientes en los que se utilizaron 3 plantas para cada
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una de las construcciones y en cada planta se agroinocularon 3 hojas.
Para hacer un seguimiento temporal de la cinética de acumulacion
del virus en las hojas agroinoculadas con el mutante M1 y con el clon
IC-CLBYV, se extrajo el RNA total de la zona agroinoculada a los 5, 7,
9, 12 y 19 dias postinoculacion (dpi) y se analiz6 mediante
hibridacion northern blot empleando ribosondas de las cadenas
positiva y negativa del ORF de la capsida. La ribosonda de polaridad
negativa hibrido tanto con el gRNA como con los dos sgRNAs 3’
coterminales, mientras que la hibridacion con la ribosonda de
polaridad positiva no dio sefial alguna. Estos resultados sugieren que
los RNAs de cadena positiva se acumulan en los tejidos infectados en
mucha mayor proporcidon que los de cadena negativa. Ademas de las
bandas correspondientes al gRNA y los sgRNAs, también se
observaron bandas adicionales de tamano inferior al CP-sgRNA que
no se observaban en extractos idénticos de RNA de planta sana. Sin
embargo, estas bandas no aparecian en todas las extracciones y su
intensidad variaba incluso entre diferentes extracciones de la misma
planta, por lo que se consider6 que debian ser productos de
degradacion. El analisis mediante northern blot mostré que a 5 dpi la
acumulacién del gRNA y de los sgRNAs fue similar en las hojas
agroinoculadas con el clon IC-CLBV y en las inoculadas con el
mutante M1. Sin embargo, a tiempos mads largos la acumulacion fue
mayor en las hojas inoculadas con el clon IC-CLBV (Fig. 1). Estos
resultados sugieren que el mutante M1 sélo se multiplica en las
células agroinoculadas mientras que el clon IC-CLBV, ademas de
multiplicarse en las células agroinoculadas, es capaz de moverse y
multiplicarse en las células adyacentes. Por otro lado, los resultados
obtenidos indican que los mutantes defectivos en el movimiento viral
son capaces de replicarse en células agroinoculadas, detectdndose
tanto el gRNA como ambos sgRNAs a un nivel aceptable mediante
hibridacion northern blot, por lo que la agroinoculaciéon directa de
las construcciones en hojas de N. benthamiana constituye un sistema
genético adecuado para mapear in vivo el promotor del CP-sgRNA.
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Figura 1. Dindmica de acumulaciéon de CLBV en hojas de N.benthamiana. (A)
Representacion esquematica del RNA genomico (gRNA) y de los RNAs
subgenomicos 3’ coterminales de las proteinas de movimiento (3'MP-sgRNA) y
capsida (3'CP-sgRNA) de CLBV. Los rectangulos representan los marcos de lectura
abierta (ORFs). (B) Anadlisis northern blot a los 5, 7, 9, 12 y 19 dpi del RNA total de
hojas de N. benthamiana agroinoculadas con el clon IC-CLBV (IC) y el mutante M1,
que contiene un codén de parada en la proteina de movimiento. La membrana se
hibrido con una ribosonda de polaridad negativa de la capsida marcada con
digoxigenina. Las flechas indican las posiciones del gRNA y de los sgRNAs de
CLBV.

Para estudiar si el mutante M1 era capaz de moverse a larga
distancia, a los 30 dpi se analiz6 la presencia de CLBV en las hojas
nuevas no agroinfiltradas mediante RT-PCR utilizando iniciadores
especificos e hibridacion northern blot con la ribosonda de la
capsida. Solamente se detectd infeccion sistémica en las plantas
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agroinoculadas con el clon IC-CLBV pero no con el mutante M1. La
identificacién del ORF 2 como la posible proteina de movimiento del
virus se habia sugerido previamente al inferir su funcion mediante
comparacion de la secuencia aminoacidica con proteinas de
movimiento de otros virus disponibles en la base de datos y localizar
los dominios caracteristicos de las proteinas de movimiento de la
familia 30K (Vives et al., 2001). Los resultados obtenidos en este
trabajo confirman que la proteina codificada por el ORF 2 de CLBV
es necesaria para el movimiento del virus, tanto célula a célula como
a larga distancia.

2.2.2. Determinacion de la secuencia minima promotora del sgRNA
de la proteina de capsida de CLBV.

En el RNA gendémico de CLBV, los ORFs que codifican las
proteinas MP y CP estan organizados en tandem y separados por
una UTR de 64 nt (Vives et al., 2001). El inicio de transcripcion del
CP-sgRNA se localizé en la posicion 6831 del genoma del virus, 284
nt antes del codon de inicio de la CP (nt 7115) y dentro del marco de
lectura de la MP, 220 nt antes del codon de parada de este ORF
(Vives et al., 2002). Para delimitar la secuencia minima promotora del
CP-sgRNA por el extremo 5" se realizaron supresiones progresivas
en el clon IC-CLBV desde la posicion -520 hacia el inicio de
transcripcidon de dicho sgRNA. Los mutantes generados presentaban
delecciones que se extendian desde el nucledtido -520 hasta los
nucledtidos -202 (mutante M2), -112 (mutante M3), -67 (mutante M4),
-22 (mutante M5) y +1 (mutante M6), respectivamente (Fig. 2A). Para
estudiar la multiplicacion del virus y su capacidad de producir los
distintos sgRINAs, estas construcciones se agroinocularon en hojas de
N. benthamiana utilizando como controles positivos el mutante M1 y
el clon IC-CLBV. Para cada construccion se emplearon 3 plantas de 3
semanas de edad y se realizaron 4 ensayos independientes. En cada
ensayo se recolectd la zona agroinfiltrada a los 12 dpi y se extrajo el
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RNA total a partir de la mezcla de hojas inoculadas con cada
construccion. En el andlisis del RNA total mediante hibridacion
northern blot se detectd la presencia del CP-sgRNA en las hojas
agroinfiltradas con los mutantes M2, M3 y M4, pero no en aquellas
agroinoculadas con los mutantes M5 y M6 (Fig. 2B). En estos ultimos
mutantes no se observaron niveles detectables de CP-sgRNA, incluso
utilizando mayor cantidad de RNA total para el analisis mediante
northern blot. Estos resultados sugieren que el extremo 5  del
promotor del CP-sgRNA esta localizado entre los nucledtidos -67 y -
22 antes del inicio de transcripcion.

La hibridaciéon northern blot también reveld que la acumulacion
del CP-sgRNA respecto al gRNA o MP-sgRNA en las hojas
agroinoculadas con los mutantes M2, M3 y M4 era menor que en las
hojas agroinoculadas con el mutante M1 o con el clon IC-CLBV (Fig.
2B). La disminucion en la acumulacion del CP-sgRNA en estos
mutantes podria ser debida a la presencia de una secuencia
potenciadora de la actividad promotora del CP-sgRNA entre las
posiciones -520 y -202 o a que las supresiones realizadas dentro del
ORF de la MP afectasen la capacidad de replicacion o la estabilidad
del virus induciendo cambios en la acumulacion del CP-sgRNA. Para
descartar la primera hipdtesis se construyo el mutante M7, en el que
el segmento comprendido entre los nucledtidos -520 y -202 se fusiond
al extremo 5 del mutante M4, que tedricamente contiene la region
promotora minima por el extremo 5 (Fig. 2A). La hibridacion
northern blot mostré una acumulacion de CP-sgRNA similar en los
mutantes M4 y M7 (Fig. 2B), lo que sugiere que cualquier supresion
en esta region genomica puede afectar la capacidad de replicacion o
la estabilidad del virus.
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Figura 2. Mapeo del extremo 5 del promotor del CP-sgRNA de CLBV. A)
Representacion esquematica de los mutantes (M2-M7) que incluyen supresiones
progresivas desde la posicion -520 hacia el inicio de transcripcion del CP-sgRNA.
El inicio de transcripcion (posicion 6831 del gRNA) esta representado por flechas
negras unidas entre si por una linea discontinua. El codén de inicio de traducciéon
de la CP (posicion 7115 del gRNA) esta representado por una flecha blanca. Los
rectangulos de colores representan regiones codificantes del gRNA. El rectangulo
negro indica la region intergénica. Las lineas punteadas representan las secuencias
suprimidas en cada mutante. Los nimeros en paréntesis indican la posicién
nucleotidica desde el inicio de trascripcién del CP-sgRNA. (B) Analisis northern
blot del RNA total de hojas de N. benthamiana agroinoculadas con IC-CLBV vy los
mutantes (M1- M7) a los 12 dpi. La membrana se hibridé como se indica en la
figura 1. Las flechas indican las posiciones del gRNA y de los sgRNAs de CLBV.
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Por otra parte, la acumulacion del gRNA en las hojas
agroinoculadas con los mutantes M2 a M7 fue menor que en las hojas
agroinoculadas con el mutante M1 (Fig. 2B). El hecho de que la
acumulacion del CP-sgRNA fuera muy baja en los mutantes M2, M3,
M4 y M7 y nula en los mutantes M5 y M6, nos hizo pensar que la
proteina de la capsida es necesaria para la acumulaciéon del virus
dentro de la célula. Para comprobar esta hipdtesis, a partir del clon
IC-CLBV se construyo el mutante M8 en el que se introdujo un codon
de parada en segundo aminodcido de la CP mediante la sustitucion
de los nucledtidos AAA por TGA, localizados en la posicion 7118-
7120 del genoma del virus. Esta construccién se agroinfiltré en hojas
de N. benthamiana utilizando como control positivo el clon IC-CLBV.
Para realizar un seguimiento temporal de la acumulacién de los
viriones generados por el mutante M8, se extrajo el RNA total de las
hojas agroinfiltradas a los 5, 7, 9, 12 y 19 dpi. El andlisis mediante
hibridacion northern blot mostré6 un ligero incremento en la
acumulacion del gRNA y de los sgRNAs hasta 9 dpi, para luego ir
disminuyendo progresivamente a tiempos mas largos (Fig. 3). En las
muestras recolectadas a 19 dpi o a tiempos mayores, no se pudo
detectar la presencia de RNAs virales, ni siquiera en los andlisis
donde se utilizé una concentracion mas elevada de RNA total. Estos
resultados sugieren que CLBV es capaz de replicarse y transcribir sus
sgRNAs en ausencia de proteina de capsida, sin embargo, al estar el
RNA del virus sin la proteccion que le confiere la cdpsida la planta lo
elimina, posiblemente por activacion del mecanismo de
silenciamiento génico postranscripcional.
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Figura 3. Hibridacion northern blot del RNA total de plantas de N. benthamiana
agroinoculadas con IC-CLBV (IC) y el mutante M8, que contiene un codén de
parada en la proteina de la capsida. Los extractos de RNAt de hojas agroinfiltradas
fueron preparados alos 5,7, 9, 12 y 19 dpi. La membrana se hibridé como indica la
figura 1. Las flechas indican las posiciones del gRNA y de los sgRNAs de CLBV.

Para determinar si las secuencias localizadas detras del inicio de
transcripcion forman parte del promotor del CP-sgRNA, se
sintetizaron cuatro mutantes con supresiones progresivamente mas
largas desde el nucleotido +284 (coddn de inicio de traduccion de la
CP) (Vives et al., 2002) hacia el inicio de transcripcion del CP-sgRNA.
Los mutantes generados presentaban delecciones que se extendian
desde el nucledtido +284 hasta los nucledtidos +169 (mutante M9),
+113 (mutante M10), +50 (mutante M11) y +8 (mutante M12),
respectivamente (Fig. 4A). Estos mutantes se agroinocularon en hojas
de N. benthamiana utilizando como controles el clon IC-CLBV vy el
mutante M1. Para cada construcciéon se agroinocularon 3 hojas de 3
plantas y se realizaron 3 ensayos independientes. Para cada mutante,
a los 12 dpi se recolectd la region agroinfiltrada de todas las hojas
inoculadas y se extrajo el RNA total. El analisis mediante hibridacion
northern blot mostr6 que todos los mutantes replicaban de forma
similar al mutante M1 e inducian la sintesis del CP-sgRNA, excepto
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el mutante M12 (Fig. 4B). Ademas, el nivel de acumulacion del CP-
sgRNA del mutante M9 fue similar al del mutante M1 mientras que,
sorprendentemente, en los mutantes M10 y M11, que presentaban
supresiones mas grandes, se produjo un aumento en la acumulacion
del CP-sgRNA respecto al mutante M1 (Fig. 4B). Estos resultados
sugieren que el extremo 3’ del promotor del CP-sgRNA esta
localizado entre los nucledtidos +50 y +8 por detras del inicio de
trascripcion y que las secuencias localizadas entre los nucledtidos
+169 y +50 pueden actuar como inhibidoras de la trascripcion del CP-
sgRNA regulando la expresion de la proteina de capsida.
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Figura 4. Mapeo del extremo 3" del promotor del CP-sgRNA de CLBV. (A)
Representacion esquematica de los mutantes (M9-M12) que incluyen supresiones
progresivas desde la posicion +284 hacia el inicio de transcripcion del CP-sgRNA.
El inicio de transcripcion (posicion 6831del gRNA) esta representado por flechas
negras unidas entre si por una linea discontinua. El codén de inicio de traducciéon
de la CP (posicion 7115 del gRNA) esta representado por una flecha blanca. Los
rectangulos de colores representan regiones codificantes del gRNA. El rectangulo
negro indica la region intergénica. Las lineas punteadas representan las secuencias
suprimidas de cada mutante. Los niimeros en paréntesis indican la posicion
nucleotidica desde el inicio de trascripcion del CP-sgRNA. (B) Hibridacion
northern blot del RNA total de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con IC-
CLBV vy los mutantes M1 y M9-M12 a los 12 dpi. La membrana se hibridé como
indica la figura 1. Las flechas indican las posiciones del gRNA y de los sgRNAs de
CLBV.
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Para confirmar los resultados anteriores, se construyeron cuatro
nuevos mutantes M13, M14, M15 y M16 que contenian el extremo 5’
constante (-67) e idéntico al mutante M4 y diferentes extremos 3’,
+169, +113, +50 y +8, respectivamente (Fig. 5A). El andlisis mediante
hibridacion northern blot del RNA total extraido a los 12 dpi de las
hojas agroinoculadas con estos mutantes, mostraron una
acumulacion del gRNA y del CP-sgRNA similar a la detectada en las
hojas agroinoculadas con el mutante M4, excepto en el mutante M16
donde no se detectd sintesis del CP-sgRNA (Fig. 5B). Ademas, en los
mutantes M14 y M15, que presentaban supresiones mas largas por el
extremo 3" desde el inicio de transcripcion, de nuevo se detecté6 un
aumento en la acumulacién del CP-sgRNA, aunque no fue tan
evidente como en los mutantes M10 y M11 (Fig. 5B).
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Figura 5. Mapeo del promotor del CP-sgRNA de CLBV en los extremos 5y 3". (A)
Representacion esquematica de los mutantes (M13-M16) que incluyen supresiones
progresivas desde la posicion +284 hacia el inicio de transcripcion del CP-sgRNA.
Los demas detalles se muestran en la figura 2. (B) Hibridaciéon northern blot del
RNA total de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con IC-CLBV y los mutantes
M1 y M13-M16 a los 12 dpi. La membrana se hibridé como indica la figura 1. Las
flechas indican las posiciones del gRNA y de los sgRNAs de CLBV.

Los resultados obtenidos en este apartado indican que la posible
secuencia promotora minima del CP-sgRNA estd comprendida entre
los nucledtidos -67 y +50 respecto al inicio de transcripcion, por lo
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tanto seria suficiente una region nucleotidica igual o inferior a 117 nt
para controlar la produccion del CP-sgRNA.

Para investigar la posible implicacion de una estructura
secundaria del RNA en el reconocimiento del promotor por la
polimerasa viral para la sintesis del CP-sgRNA, se analizd la
estructura secundaria de minima energia predecible para la
secuencia de 117 nt (-67 a +50) del promotor minimo y las regiones
flanqueantes del mismo, utilizando el programa MFOLD (Zuker,
2003). Como hemos indicado anteriormente, los promotores de los
sgRNAs en los virus de cadena positiva estan localizados en la
cadena negativa del RNA gendmico, por lo tanto se analizd esta
secuencia. El analisis de las distintas regiones gendmicas no permitio
identificar ninguna estructura secundaria conservada que pudiera
ser reconocida por la polimerasa del virus para inducir la sintesis del
CP-sgRNA. De igual forma, el andlisis de las posibles estructuras
secundarias de minima energia de las regiones adyacentes al inicio
de transcripcion del CP-sgRNA y del MP-sgRNA, no reveld la
presencia de ningun elemento conservado en ambas regiones del
genoma que permitiese explicar el reconocimiento y promocion de
los sgRNAs por parte de la polimerasa del virus.

2.2.3. Efecto de la modificacion del inicio de transcripcion en la
sintesis del sgRNA de la capsida.

En la secuencia de CLBV, el hexanucleétido GAAAAG esta
presente en el extremo 5 del gRNA y de los dos sgRNAs 3’
coterminales del virus (Vives et al.,, 2001; 2002). Para estudiar la
importancia de esta secuencia en la sintesis del CP-sgRNA, se
realizaron mutaciones o supresiones individuales de los distintos
nucledtidos que la componen mediante mutagénesis dirigida.

En primer lugar se sustituy¢ el inicio de transcripcion G (+1) del
CP-sgRNA por A, C o T, obteniendo los mutantes M17, M18 y M19,
respectivamente (Fig. 6A). El cambio nucleotidico en estos mutantes
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no afecta a la secuencia aminoacidica de la proteina de movimiento.
La capacidad de replicarse y de inducir la formacion de los sgRNAs
de estos mutantes se estudidé mediante agroinoculacion de los
mismos en hojas de N. benthamiana. Como controles positivos se
agroinocularon hojas de N. benthamiana con el con IC-CLBV vy los
mutantes M1 y M8. Se realizaron 4 ensayos independientes y el RNA
total extraido a los 12 dpi de las hojas agroinfiltradas se analizo
mediante hibridacién northern blot. Este andlisis mostré una
disminucién drastica en la acumulacion del CP-sgRNA en las hojas
agroinoculadas con los tres mutantes respecto a la detectada en hojas
inoculadas con controles positivos (Fig. 6B), confirmando los
resultados previos de Vives et al.,, (2002), donde se identificd esta
posicion como el inicio de transcripcion del CP-sgRNA.

En segundo lugar se analizd el efecto de la sustitucion de A (+2)
por los nucleétidos G (mutante M20), C (mutante M21) y T (mutante
M22) (Fig. 6A). La hibridacién northern blot de los extractos de RNA
total de las hojas agroinfiltradas mostro resultados similares a los
anteriores, detectandose una disminucién drastica en la acumulacion
del CP-sgRNA respecto a los controles positivos (Fig. 6B).

La acumulacion del virus en las hojas agroinoculadas con los
mutantes M17 a M22 fue similar a la de las hojas agroinoculadas con
el mutante M8, en el que se habia introducido un codén de parada en
el ORF de la CP (Fig. 6B). Este resultado confirma que la presencia de
la proteina de capsida de CLBV es necesaria para la acumulacion del
virus en las células

En tercer lugar se sintetizé el mutante M23 en el que se suprimio
una A del hexanucle6tido conservado (Fig. 6A). Este cambio rompe
el marco de lectura de la proteina de movimiento. El andlisis de los
extractos de RNA total a los 12 dpi mediante hibridacién northern
blot revel6 una acumulacion del CP-sgRNA similar a la obtenida con
el mutante M1 (Fig. 6B), lo que indica que este nucle6tido no es
necesario para el reconocimiento por la RNA polimerasa del virus.
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La acumulacion de gRNA en las hojas agroinfiltradas con este
mutante fue similar a la observada con el mutante M1 y mas baja que
con el clon IC-CLBV. El virus no pudo ser detectado mediante RT-
PCR en extractos de RNA total de las hojas superiores de las plantas
agroinfiltradas con el mutante M23. Estos resultados sugieren que la
region carboxiterminal de la proteina de movimiento de CLBV es
esencial para el movimiento célula a célula y a larga distancia
durante la infeccion del virus en la planta.

Por ultimo se sustituy?6 la tultima G (+6) del hexanucleotido por
los nucledtidos A (mutante M24), C (mutante M25) y T (mutante
M26) (Fig. 6A). Dichas mutaciones cambiaban el aminoacido original
arginina 292 de la MP por una lisina, treonina e isoleucina,
respectivamente. La cantidad de RNA viral (gRNA y ambos
sgRNAs) detectada en las hojas agroinoculadas con los 3 mutantes
fue similar a la detectada en las hojas agroinoculadas con el clon IC-
CLBV (Fig. 6B). Ademas, el virus se detecté mediante RT-PCR en las
hojas superiores no inoculadas de las plantas agroinfiltradas con los
tres mutantes, lo que indica que la arginina 292 no es esencial para la
funcionalidad de la proteina de movimiento del virus. Todos estos
resultados también sugieren que la presencia simultdnea de las
cuatro A y de la G (+6) en el hexanucledtido GAAAAG no es
necesaria para el reconocimiento por la polimerasa de CLBV.
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Figura 6. Efecto de la modificacion del inicio de transcripcion en la sintesis del CP-
sgRNAde CLBV. (A) Secuencia nucleotidica de la region del gRNA de CLBV
alrededor del inicio de trascripcion del CP-sgRNA del clon IC-CLBV (IC) y de los
mutantes M17-M26. El nt +1 del CP-sgRNA esta representado por una flecha
negra. El nucleétido mutado en cada construccion esta indicado en negrita. (B)
Analisis northern blot a los 12 dpi del RNA total aislado de las hojas de N.
benthamiana agroinfiltradas con el clon IC-CLBV y los mutantes M1, M8 y M17-
M26. La membrana se hibridé como indica la figura 1. Las flechas indican las
posiciones del gRNA y de los sgRNAs de CLBV.
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2.3. DISCUSION

La inoculacion de protoplastos con transcritos de RNA
sintetizados in vitro a partir de clones infecciosos de cDNA ha sido
una herramienta muy valiosa para estudiar in vivo las secuencias
asociadas con la promocion y sintesis de los sgRNAs de muchos
virus de plantas (Grdzelishvili et al., 2000; Ayllon et al., 2003,2004; Li
y Wong, 2006; Lin et al., 2007). Sin embargo, en protoplatos de N.
occidentalis, N. benthamiana y cidro Etrog inoculados con transcritos
infecciosos de CLBV, sdlo se detectaron pequefias cantidades de
RNA viral (gRNA y sgRNAs), por lo que fue imposible realizar estos
estudios utilizando este sistema genético. En este trabajo se ha
caracterizado in vivo el promotor del CP-sgRNA de CLBV utilizando
la agroinoculacion como sistema para introducir directamente el
cDNA del virus en células de hojas de N. benthamiana. Esta
metodologia tiene ventajas respecto a la transfeccion de protoplastos
con transcritos ya que: i) no es necesario el aislamiento de
protoplastos, que es un proceso largo y tedioso, ii) los plasmidos de
DNA no tienen que ser manipulados, mientras que para inocular
RNA éstos tienen que digerirse y transcribirse, y iii) el DNA es
menos sensible a la degradacion que los transcritos de RNA del
virus. El método puesto a punto en este trabajo permitié introducir el
cDNA de los distintos mutantes construidos en células de hojas de N.
benthamiana, y el RNA transcrito a partir del mismo fue capaz de
replicarse y producir una cantidad de RNAs virales (gRNA vy
sgRNAs) detectable mediante hibridacion northern blot. El método
desarrollado mostré6 una buena reproducibilidad entre diferentes
ensayos de agroinoculacién con una misma construccion.

Para mapear el promotor del CP-sgRNA de CLBV se generd una
coleccidon de mutantes a partir del clon IC-CLBYV, utilizando distintas
estrategias de supresion y mutagénesis dirigida. Este promotor se
pudo analizar en su contexto natural ya que el inicio de transcripciéon
del mismo estd localizado dentro del ORF de la proteina de
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movimiento, una regién del genoma que se puede modificar sin
afectar la sintesis del RNA gendmico. Asi, se detectd una buena
acumulacion del gRNA y de los dos sgRNAs 3" coterminales en hojas
agroinfiltradas con el cDNA del mutante M1, que contiene un codén
de parada en la proteina de movimiento. Sin embargo, la
acumulacion del virus disminuy6 drasticamente en plantas
agroinoculadas con el mutante M8, que contiene un codon de parada
en el 2° aminodcido de la proteina de capsida, y con los mutantes que
tienen afectada la sintesis del CP-sgRNA. Esta disminuciéon en la
acumulacion del virus posiblemente se deba a que el RNA viral no se
pudo encapsidar, quedando desprotegido frente a la degradacion
por las nucleasas de la planta. Idénticos resultados se obtuvieron al
inocular protoplastos con un clon defectivo en la proteina de capsida
de virus del arrugado del nabo (Turnip crinkle virus, TCV), donde se
observo una disminucion drastica en la acumulacion del gRNA y de
los sgRNAs respecto a protoplastos transfectados con el virus
completo (Wang and Simon, 1997).

El hexanucledétido GAAAAG, detectado en el extremo 5  del
genoma de CLBV (Vives et al.,, 2001), también estd presente en el
extremo 5" de los MP- y CP-sgRNAs (Vives et al., 2002). La mutacion
del nucledtido G (+1), identificado previamente como el inicio de
transcripcion del CP-sgRNA (Vives et al., 2002), por A, C o T
disminuy6 notablemente la sintesis de este sgRNA, sugiriendo que
esta G juega un papel importante en el reconocimiento del inicio de
transcripcion del CP-sgRNA por la polimerasa viral. Estos resultados
avalan trabajos anteriores, en los que se sugeria que la mutacion del
primer nucleétido de los sgRNAs podria ser una herramienta util
para confirmar el inicio de transcripcion de los mismos detectado por
otros métodos (Grdzelishvili et al., 2000; Koev y Miller, 2000). La
presencia de una G en el inicio de transcripcion de los sgRNAs
también se ha observado en otros virus como AMV (van der Kuyl et
al., 1990), el virus de la quemadura negra de la remolacha azucarera
(Beet black scorch virus, BBSV) (Yuan et al., 2006), BMV (French y
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Ahlquist, 1998), HCRSV (Li y Wong, 2006), TMV (Grdzelishvili et al.,
2000) y TCV (Wang y Simon, 1997; Wang et al., 1999).

La mutacién de la A (+2) de la cadena positiva por G, C o U
disminuy6 significativamente la acumulacion del CP-sgRNA. Este
resultado sugiere que CLBV no sigue estrictamente las reglas de
otros miembros de la familia Alfaviridae, cuyo inicio de transcripcion
en la cadena negativa del sgRNA suele ser una pirimidina seguida de
una adenina. Asi, en un estudio in vitro mediante mutagénesis
dirigida del inicio de trascripcion del sgRNA de BMYV, reveld que el
cambio de la adenina +2 (en la cadena de polaridad negativa) por
guanina suprimio la sintesis del sgRNA, mientras que un cambio a
citosina o wuracilo redujo su acumulacion un 37% y 66%,
respectivamente (Adkins et al.,, 1997). Analisis filogenéticos de las
secuencias de la cadena negativa adyacentes a los sitios de iniciacion
de la sintesis de la cadena positiva del gRNA y de los sgRNAs de
varios virus pertenecientes a la superfamilia de los alfavirus,
mostraron que las posiciones +1 y +2 estan altamente conservadas
como pirimidina-adenina en la mayoria de los miembros de esta
superfamilia (Adkins et al., 1997). Por otra parte, la supresion de una
A del hexanucle6tido GAAAAG o la mutacion de la G (+6) por A, C
o T no alterd la acumulacion del CP-sgRNA, lo que sugiere que
dichos nucledtidos no son esenciales para el reconocimiento del
inicio de transcripcion por la polimerasa viral.

La mutagénesis del primer nucleotido del inicio de transcripcion
también es una herramienta valiosa para determinar el mecanismo
de sintesis de los sgRNAs. En los virus que producen sus sgRNAs
mediante promocion interna, la mutagénesis del nucledtido +1
impide o disminuye notablemente la sintesis in vivo e in vitro del
sgRNA de cadena positiva (Adkins et al., 1997; Koev y Miller, 2000;
Grdzelishvili et al., 2000). En estos virus solo se detectan cantidades
minimas de sgRNA de polaridad negativa (Miller y Koev, 2000). A
diferencia de estos virus, en los que producen sus sgRNAs por el
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mecanismo de terminacion prematura (Tavazza et al., 1994; Ray y
White, 1999), la modificacion del nucledtido +1 del sgRNA puede
reducir la acumulacién de la cadena de polaridad positiva del
sgRNA aunque no afecta a la sintesis de la cadena de polaridad
negativa (Price et al.,, 2000). En extractos de RNA total de plantas
infectadas con CLBV no se detectd la cadena de polaridad negativa
del gRNA ni de ambos sgRNAs. Ademas, las mutaciones del primer
nucleotido del CP-sgRNA indujeron una drdastica disminucion en la
acumulacion de la cadena positiva de este sgRNA. Todo ello sugiere
que la transcripcion de los sgRNAs de CLBV sigue el mecanismo de
los alfavirus, en los que la cadena de polaridad negativa del gRNA
sirve de molde para el inicio de la sintesis de la cadena positiva de
los sgRNAs mediante promocion interna, produciendo RNAs
mensajeros que son colineales con la correspondiente secuencia del
gRNA (Koev y Miller, 2000).

El extremo 5 del promotor minimo funcional del CP-sgRNA se
localizd entre los nucledtidos -67 y -22 y el extremo 3’ entre las
posiciones +50 y +8, respecto al inicio de transcripcion. En este
fragmento de 117 nucledtidos no se encontr6 una estructura
secundaria obvia, lo que sugiere que debe ser una secuencia primaria
en cis la que es reconocida por la polimerasa del virus. En un estudio
previo (Vives et al, 2002) se localizé una secuencia de 30 nucleétidos
situada antes del inicio de transcripcion de ambos sgRNAs que
presentaba una alta identidad nucleotidica con la secuencia consenso
AGA(N)2C(N)o2G(N)s(N)s-¢, presente en promotores de sgRNAs de
numerosos miembros de la superfamilia Alfaviridae (Siegel et al.,
1997, Vives et al.,, 2002). Estudios in vitro realizados con BMV
revelaron que era una secuencia primaria especifica de 33
nucledtidos y no una estructura secundaria la que interaccionaba con
la polimerasa del virus para sintetizar el sgRNA (Siegel et al., 1997).
El reconocimiento de secuencias primarias por la polimerasa viral
para la promocion y sintesis de sus sgRNAs se ha sugerido también
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para otros virus de plantas (Siegel et al., 1997, Wang et al., 1999;
Gowda et al., 2001; Jonhson et al., 2003).

El CP-sgRNA de CLBV tiene una secuencia no codificante
(UTR) en su extremo 5° de 284 nt, tamafo que es muy superior a las
UTRs de sgRNAs descritas para otros virus de plantas (Miller y
Koev, 2000). Sorprendentemente, los mutantes que obtuvimos a
partir del clon IC-CLBV mediante supresiones entre el nucledtido
+284 (inicio del ORF de la capsida) y las posiciones +113 y +50 desde
el inicio de transcripcion inducian mayor acumulacion del CP-
sgRNA que el clon IC-CLBV, que ademas crecia con el tamaro de la
supresion. Estos resultados sugieren que la secuencia comprendida
entre los nucledtidos +50 y +284 inhibe la sintesis del CP-sgRNA. Es
posible que esta secuencia inhibidora se haya desarrollado
evolutivamente para modular la sintesis del CP-sgRNA. Se sabe que
la competencia por la union de la polimerasa a los promotores de los
sgRNAs de un virus juega un papel importante en la expresion
diferencial de los distintos sgRNAs. Asi, se ha observado que el
aumento en la expresion de uno de los sgRNAs de un virus
disminuye la expresion de los otros sgRNAs (Wang y Simon, 1997;
Grdzelishvili et al., 2000; Jonhson et al., 2003). En este caso, es posible
que la abundancia relativa de las proteinas codificadas por los
sgRNAs de CLBV sea importante para que virus complete su ciclo
vital con éxito. La sobre-expresion del CP-sgRNA en ausencia de esta
secuencia inhibidora en el genoma de CLBV podria comprometer la
sintesis del MP-sgRNA vy la produccion de la proteina de
movimiento, lo que sin duda dificultaria el movimiento célula a
célula y a larga distancia del virus. Por otra parte, la proteina de
movimiento de CLBV se ha identificado como proteina supresora del
silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) (véase capitulo
siguiente). Por lo tanto, una disminucion de la expresion de esta
proteina de defensa del virus frente al PTGS podria limitar la
acumulacion y la invasion sistémica de CLBV dentro de la planta.
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CAPITULO 3

3.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Los virus son parasitos celulares obligados y dependen de la
maquinaria celular del huésped al que infectan para completar su
ciclo bioldgico (Hull et al., 2002). Uno de los mecanismos de defensa
que han desarrollado las plantas frente a las infecciones por virus
consiste en el silenciamiento génico mediado por RNA. Por su parte,
para contrarrestar dicho mecanismo, muchos virus de plantas
expresan proteinas que inhiben este silenciamiento a distintos
niveles, permitiendo el establecimiento del virus en el huésped. En la
mayoria de los casos, dichas proteinas supresoras coinciden con los
determinantes de patogenicidad del virus y estan relacionadas con la
replicacion y movimiento del mismo dentro de la planta (Moissiard y
Voinnet, 2004; MacDiarmid et al., 2005).

Se han descrito diferentes métodos para identificar proteinas de
virus que actian como supresoras del silenciamiento génico
postranscripcional del huésped (Roth et al., 2004; Valli et al., 2009). El
método mas utilizado es el ensayo de expresion transitoria mediante
infiltracion con Agrobacterium (Voinnet et al., 2000; Johansen y
Carrington, 2001). En este bioensayo se utilizan plantas transgénicas
de N. benthamiana linea 16¢, que expresan constitutivamente el gen de
la proteina verde fluorescente, GFP (green fluorescent protein) (Brigneti
et al., 1998). Al iluminar estas plantas con luz ultravioleta (UV) se
puede observar cierta fluorescencia verde en todos los tejidos de la
planta. Cuando se inoculan hojas de estas plantas con un cultivo de
células de Agrobacterium tumefaciens transformadas con un plasmido
que expresa GFP, la sobre-expresion de este gen desencadena el
silenciamiento mediante degradacion de su mRNA y por tanto, en
las hojas iluminadas con luz UV se observa la fluorescencia roja de la
clorofila. Sin embargo, si la agroinfiltracion se efecttia con dos
construcciones, una que expresa GFP y otra que expresa una proteina
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supresora del silenciamiento, esta tultima impide la degradacion del
mRNA de la GFP y se puede observar un aumento de la

fluorescencia verde en la zona agroinfiltrada al iluminarla con luz
UVv.

Con el objetivo de desarrollar un vector viral eficiente y seguro
basado en el genoma de CLBYV, seria interesante determinar si alguna
de las proteinas codificadas por el virus actiia como supresora del
silenciamiento génico postranscripcional y ensayar su eficiencia en
comparacion con la de otros supresores conocidos. Para poder
identificar la posible proteina supresora de un virus es necesario
ensayar cada uno de sus genes de manera independiente.

Por todo ello, los objetivos concretos planteados en este capitulo
fueron:

e Clonar los distintos genes de CLBV en un vector binario.

o Identificar la proteina supresora del silenciamiento a nivel
intracelular de CLBV.

e Estudiar la interferencia de la senal de silenciamiento célula-
célula por la proteina supresora de CLBV.

o Estudiar la interferencia de la senal de silenciamiento a larga
distancia por la proteina supresora de CLBV.

« Ensayar la supresion de silenciamiento por las proteinas de CLBV
expresadas directamente desde su genoma.
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3.2. RESULTADOS

3.2.1. Clonacion de los distintos genes de CLBV en un vector
binario.

Como hemos indicado anteriormente, el genoma del CLBV
contiene 8.747 nt y esta organizado en tres marcos de lectura abierta
(ORFs). E1 ORF 1 codifica una poliproteina de 227 kD que contiene
los dominios metil-transferasa, proteasa, helicasa y RNA polimerasa;
el ORF 2 codifica una proteina de 40 kD que presenta similitud con
las proteinas de movimiento célula-célula de la familia 30 K y el ORF
3 codifica la proteina de la capsida (Vives et al., 2001).

Para identificar las posibles proteinas supresoras del
silenciamiento codificadas por CLBV, se clonaron los distintos ORFs
del virus en el vector binario pBIN 121. Debido al gran tamano del
ORF 1, este gen se clono en dos fragmentos, uno que contenia el
dominio metil-transferasa y otro que contenia los dominios helicasa,
proteasa y polimerasa. Los dos fragmentos del ORF 1 y los ORFs 2 y
3 se amplificaron mediante PCR a partir del clon de cDNA del
genoma viral completo IC-CLBV (Vives et al., 2008) utilizando
iniciadores especificos (Vives et al, 2001) y se clonaron en el
plasmido pMOG 180 (Mogen Internacional), entre el promotor 355
de CaMV vy el terminador NOS de la nopalina sintetasa (tNOS). A
continuacion, se libero este casette de expresion del plasmido pMOG
mediante digestion con las enzimas apropiadas y se subclond en el
vector de transformacién pBIN 121, obteniéndose los plasmidos
binarios: pBI-MET (metil-transferasa), pBI-REP (helicasa, proteasa y
RNA polimerasa), pBI-MP (proteina de movimiento) y pBI-CP
(proteina de capsida) (Fig. 1). Con estos plasmidos se transformaron
células de A. tumefaciens que se emplearon para los ensayos de
agroinfiltracion que se describen mas adelante.
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Figura 1. Representacion esquematica de los cassettes de expresion de los diferentes
genes de CLBV clonados en el vector binario pBIN 121. Los rectangulos naranja
representan ORFs de CLBV. La flecha amarilla representa el promotor 35S de
CaMV vy el rectangulo azul el terminador tNOS.

Para realizar los ensayos de expresion transitoria, ademas de las
construcciones de CLBV se agroinocularon los plasmidos binarios
pBI-GFP o pBI-dsGFP (amablemente proporcionados por el Dr. D.C.
Baulcombe), empleados para inducir el silenciamiento del gen GFP
en plantas de N. benthamiana linea 16c. Como controles positivos se
emplearon tres construcciones que expresaban proteinas de otros
virus con actividad supresora conocida como p19 de TBSV (pBI-19)
(Voinnet et al., 2003) (amablemente proporcionado por el Dr. J.A.
Garcia), HcPro de TEV (pBI-HcPro) (Brigneti et al, 1998)
(amablemente proporcionado por el Dr. F. Tellado) y p25 de CTV
(pBI-25) (Ding et al., 2004) (amablemente cedido por el Dr. L. Pefia).
Por ultimo, como control negativo se empled el mismo plasmido
binario sin inserto (pBI-J) (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de las construcciones de los vectores
binarios utilizados. El rectangulo verde representa la proteina GFP y el gris un
intron. Los rectdngulos morados representan proteinas de actividad supresora
conocida: p19 del virus del enanismo arbustivo del tomate (Tomato bushy stunt
virus, TBSV), HcPro del virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV) y p25
del virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV), utilizadas como
controles positivos. La flecha amarilla representa el promotor 35S de CaMV y el
rectangulo azul el terminador tNOS.

3.2.2. Identificacion de la proteina supresora del silenciamiento a
nivel intracelular de CLBV.

Para este ensayo se utilizaron 4 lotes de 5 plantas de N.
benthamiana linea 16c. En cada una de ellas se agroinocularon las tres
primeras hojas verdaderas con bacterias de A. tumefaciens
transformadas con los pldsmidos: a) pBI-GFP, para inducir el
mecanismo de silenciamiento de la planta, b) pBI-GFP y pBI-19 o
pBI-HcPro, como controles positivos de supresion de silenciamiento
a nivel local, c) pBI-GFP y pBI-MET, pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP, para
localizar posibles proteinas de CLBV supresoras del silenciamiento y
d) pBI-GFP y pBI-J, como control negativo. Para confirmar los
resultados obtenidos, este ensayo se repitio en 5 experimentos
independientes (Fig. 3).

113



Capitulo 3

OMEMENE)

@ 2 2 N

(@) (b) (0 (d)

Figura 3. Representacion esquematica del ensayo de agroinfiltracion en plantas de
N. benthamiana linea 16c. (a) Lote de plantas agroinfiltradas con pBI-GFP, (b) lote
de plantas agroinfiltradas con la combinacion pBI-GFP y pBI-19 o pBI-HcPro, que
expresan proteinas de actividad supresora conocida (controles positivos), (c) lote
de plantas agroinfiltradas con pBI-GFP y pBI-MET, pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP,
que expresan las proteinas de CLBV, (d) lote de plantas agroinfiltradas con pBI-
GFP y pBI-J, plasmido vacio (control negativo).

La progresion del silenciamiento se observo a lo largo del
tiempo mediante la visualizacion de las hojas agroinfiltradas
iluminadas con luz ultravioleta de longitud de onda larga. A los 2
dpi no se observaron diferencias entre los diferentes lotes de plantas
agroinfiltradas. Sin embargo a partir de 5 dpi, en las hojas
agroinfiltradas solo con pBI-GFP se observo una disminucion de la
fluorescencia verde en la zona agroinfiltrada con respecto a las hojas
sin agroinfiltrar, debido a la degradacion del mRNA de GFP por
activacion del mecanismo de silenciamiento de la planta. Por el
contrario, en las zonas coinoculadas con pBI-GFP y pBI-19 o pBI-
HcPro (controles positivos) se observd un aumento de la
fluorescencia verde a los 4-5 dpi, que se mantuvo aproximadamente
hasta los 20 dpi. Cuando se agroinocularon simultaneamente pBI-
GFP con las construcciones que llevaban los distintos genes de
CLBYV, sdblo se observd un aumento de la fluorescencia verde a los 5
dpi en las hojas coinfiltradas con pBI-GFP y con la construccion que
expresaba la proteina de movimiento del virus (pBI-MP), pero este
aumento fue menor al observado con los controles positivos y sdlo se
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mantuvo hasta los 9 dpi. Las hojas infiltradas con el resto de los
genes de CLBV o con el vector vacio mostraron una disminucién de

la fluorescencia verde similar a la observada al agroinocular
solamente GFP (Fig. 4).

+GFP

Figura 4. Identificacion de la proteina de movimiento de CLBV como supresora del
silenciamiento intracelular mediado por RNA. Hojas de N. benthamiana linea 16¢
infiltradas con plasmidos que expresan las proteinas GFP y p19 o HcPro, como
controles positivos, o las proteinas MET, REP, MP y CP de CLBV a los 5 dpi. Como
control negativo se coinoculd GFP y el vector vacio (). Fotografias realizadas con
un filtro amarillo iluminando las plantas con luz ultravioleta de longitud de onda
larga.

Para determinar si existe una correlacion entre la cantidad de
fluorescencia y los niveles de expresion del mRNA de GFP, el RNA
total del area agroinfiltrada de las hojas se analizd a los 5 dpi
mediante hibridacién tipo northern blot utilizando una ribosonda de
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secuencia complementaria a dicho RNA. En las hojas agroinfiltradas
con pBI-GFP o con pBI-GFP y pBI-@ la acumulacién del mRNA de
GFP fue menor que en las hojas sin agroinfiltrar debido a la
degradacion del mismo por la activacion del mecanismo de
silenciamiento. Por otro lado, en las plantas coinoculadas con pBI-
GFP y con los controles positivos pBI-19 o pBI-HcPro, de acuerdo
con trabajos previos (Lakatos et al 2006; Csorba et al, 2007), se
observd un aumento en la acumulacion del mRNA de GFP debido al
bloqueo del mecanismo de silenciamiento por los supresores. El
analisis de la inoculacion simultanea de pBI-GFP y las proteinas de
CLBV mostr6 que solo en las hojas agroinfiltradas con la proteina de
movimiento del virus se observd una acumulacion del mRNA de
GFP similar a la obtenida con los controles positivos, mientras que la
acumulacion del mRNA de GFP con el resto de las construcciones
fue similar a la obtenida con el control negativo (Fig. 5).

+GFP

p19 HcPro O MET REP MP CP

Figura 5. Hibridacion northern blot del RNA total de hojas sin agroinocular
(primer carril) y agroinfiltradas con pBI-GFP y pBI-19, pBI-HcPro, pBI-J, pBI-
MET, pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP a los 5 dpi. La hibridacion se realizé empleando
una ribosonda de polaridad negativa de GFP marcada con digoxigenina. La tincién
con bromuro de etidio del RNA ribosomico 5s (rRNA) muestra la carga
equivalente de las muestras.

Con el objetivo de estudiar si la disminucién en la cantidad de
mRNA de GFP, observada al sobreexpresar esta proteina en plantas
de N. benthamiana linea 16¢, es debida al desencadenamiento del
mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional mediado por
RNA, se analiz6 la acumulacion de los siRNAs derivados del mRNA
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de GFP (Hamilton y Baulcombe, 1999) en el drea agroinfiltrada de las
plantas utilizadas anteriormente. El andlisis mediante hibridacion
northern blot utilizando una ribosonda especifica de GFP mostré que
la acumulacion de los siRNAs en hojas coinoculadas con pBI-GFP y
pBI-@ (control negativo) fue significativamente superior a la
observada en hojas coinfiltradas con pBI-GFP y pBI-19 o pBI-HcPro
(controles positivos), resultado que coincide con el obtenido
previamente por otros grupos (Voinnet et al.,, 2003; Dunoyer et al.,
2004). La acumulacion de siRNAs en las hojas coinoculadas con pBI-
GFP y pBI-MP fue similar a la obtenida con los controles positivos,
mientras que las hojas coinoculadas con pBI-GFP y pBI-MET, pBI-
REP o pBI-CP acumularon niveles de siRNAs similares al control
negativo (Fig. 6). La disminucion de mRNA y la presencia de siRNAs
en las plantas en las que se sobreexpresa GFP indican que en estas
plantas esta activado el mecanismo de silenciamiento génico
mediado por RNA. La presencia de supresores de este mecanismo
impide la acumulacion de siRNAs y permite una mayor acumulacion
del correspondiente mRNA.

+GFP

P19 HcPro 9 MET REP MP CP

GFP siRNAs

Figura 6. Hibridacién northern blot de extractos de RNAs de bajo peso molecular
(siRNAs) obtenido a partir de hojas sin agroinocular (primer carril) o
agroinfiltradas simultdneamente con pBI-GFP y pBI-19, pBI-HcPro, pBI-J, pBI-
MET, pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP a los 5 dpi. La hibridacion se realizé6 empleando
una ribosonda de GFP marcada con digoxigenina. La tincién con bromuro de
etidio del RNA de transferencia (tRNA) muestra la equivalencia de carga de RNA
entre las distintas muestras.
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Con el objetivo de profundizar en el mecanismo de accion de la
MP en la ruta del silenciamiento, se ensayd si la MP es capaz
bloquear la conversién del RNA monocatenario de la GFP a dsRNA
o inhibe el silenciamiento después de la formacion del dsRNA. Para
ello, la construccion pBI-MP se expresd simultdneamente en hojas de
N. benthamiana linea 16c con construcciones que transcribian el
mRNA de GFP en simple o en doble cadena (dsGFP). Para obtener
dsGFP se utilizé un pladsmido binario que contenia la secuencia de
GFP duplicada en tandem invertido con un intrén intermedio (pBI-
dsGFP). Como control negativo se coinoculd pBI-GFP o pBI-dsGFP
con pBI-J y como control positivo se coinoculo pBI-GFP o pBI-
dsGFP con pBI-19. En las hojas agroinfiltradas simultdneamente con
plasmidos que expresan GFP o dsGFP y el control negativo se
observo una disminucion de la fluorescencia verde a partir de 5 dpi,
mientras que en la zona de las hojas co-infiltradas con el control
positivo o con la MP de CLBV se observo un aumento de la
fluorescencia verde (Fig 7A). Para confirmar estas observaciones se
analiz6 la acumulacion del mRNA y siRNAs de GFP en la zona
agroinfiltrada, detectandose en las plantas inoculadas con el control
negativo una disminucion del mRNA y un aumento de los siRNAs
de GFP respecto a las hojas sin agroinocular, mientras que en las
hojas inoculadas con el control positivo o con la MP de CLBV se
produjo el efecto contrario (Fig. 7B). Estos resultados sugieren que la
MP de CLBV interfiere en la ruta del silenciamiento después de la
produccion del dsRNA.
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Figura 7. Ensayo de la supresion del silenciamiento activado por dsRNA de GFP.
A) Hojas de N. benthamiana linea 16c agroinfiltradas simultdneamente con pBI-
GFP o pBI-dsGFP junto pBI-(J), o junto a pBI-MP o pBI-P19 a 5 dpi. B) Andlisis
northern blot del mRNA y siRNAs de GFP de las zonas infiltradas. La hibridacién
se realiz6 empleando una ribosonda de GFP marcada con digoxigenina La tincion
con bromuro de etidio del rfRNA 5s o tRNA muestra la carga equivalente de las
muestras.

3.2.3. Estudio de la interferencia de la sefial de silenciamiento
célula-célula por la proteina supresora de CLBV.

El movimiento célula-célula de la sefial de silenciamiento ocurre por
via simplastica a través de los plasmodesmos (Himber et al., 2003;
Kalantidis et al., 2006, 2008). En estudios previos se ha propuesto que
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la difusién de la senal de silenciamiento estd asociada al movimiento
de los siRNAs de 21 nt (Parrish y Fire, 2001; Himber et al., 2003;
Dunoyer et al., 2005). En el movimiento célula-célula, cuando la senal
de silenciamiento movil penetra en las células donde el
silenciamiento no esta activado, ésta puede incorporarse a RISC y
dirigir el corte especifico de los mRNAs complementarios
produciendo su degradacion o puede servir de cebador para la
sintesis de nuevos siRNAs (Ahlquist, 2002). Por otro lado, se han
descrito numerosas proteinas de virus que son capaces de bloquear
la sefial que se mueve célula a célula o a larga distancia por el floema
suprimiendo su accién (Palauqui et al.,, 1998; Voinet y Baulcombe,
1997; Voinnet, 2005; Kalantidis et al., 2008).

Cuando una planta de N. benthamiana linea 16c se agroinfiltra
con una construccién que expresa GFP, a partir de 4-5 dpi se detecta
una disminucién de la fluorescencia verde en la zona agroinfiltrada,
y a partir de 7-8 dpi aparece un halo rojo bordeando dicha zona
agroinfiltrada. Este halo se produce como resultado del movimiento
célula a célula de la sefial de silenciamiento, que provoca la
activacion de la degradacion de mRNA de GFP en un numero
pequeno de células adyacentes a la zona agroinfiltrada. El tamano
del borde rojo estd compuesto por una media de 13 células y no se
expande a lo largo del tiempo (Kalantidis et al., 2008). Cuando se
coinocula GFP con un supresor de silenciamiento intracelular que no
bloquea la sefial de silenciamiento célula a célula, en la zona
agroinfiltrada aumenta la fluorescencia verde pero también se
observa la aparicion de un halo rojo alrededor de ella. Sin embargo,
los supresores que son capaces de interferir con la senal de
silenciamiento a corta distancia, como la proteina AC2 del virus del
mosaico africano de la yuca (African cassava mosaic virus, ACMV),
cuando se coexpresan con GFP no permiten la formacion de este
borde rojo alrededor de las zonas agroinfiltradas (Voinnet et al.,
1999; Hamilton et al., 2002) (Fig. 8).
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Figura 8. Representacion esquematica del ensayo realizado para identificar si una
proteina supresora es capaz de bloquear el movimiento célula a célula de la sefal
de silenciamiento. La aparicion de un borde rojo alrededor de la zona
agroinfiltrada indica que la proteina supresora no es capaz de bloquear la sefial de
silenciamiento a corta distancia.

Para determinar si la proteina de movimiento de CLBV puede
interferir con el movimiento de la sefial silenciamiento a corta
distancia, se realizd el ensayo de expresion transitoria descrito. Para
ello, se emplearon tres lotes de 5 plantas de N. benthamiana linea 16c
en las que se agroinfiltraron tres hojas de cada una de ellas. En el
primer lote de plantas se coinocularon las construcciones pBI-GFP y
pBI-MP, en el segundo pBI-GFP y pBI-19, control negativo de
supresion a corta distancia, y en el tercero pBI-GFP y pBI-J, control
negativo del bioensayo. Para confirmar los resultados obtenidos, este
ensayo se repitié en tres experimentos independientes.

En las hojas agroinfiltradas con pBI-MP o pBI-19, se observé un
aumento de la fluorescencia verde a partir de 5 dpi y la aparicion del
borde rojo alrededor de la zona agroinfiltrada a partir de 11 dpi. En
las hojas agroinfiltradas con pBI-J se observo la pérdida de
fluorescencia verde en la zona agroinfiltrada y la aparicion de un
borde rojo alrededor de ella a los 7 dpi (Fig. 9). Estos resultados
sugieren que la proteina de movimiento de CLBV no es capaz de
bloquear la propagacion de la sefial del silenciamiento a corta
distancia.
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Figura 9. Analisis de la capacidad de la MP de CLBV para bloquear el movimiento
de la sefal de silenciamiento célula a célula. Hojas coinoculadas con las
construcciones pBI-GFP y pBI-MP, pBI-19 o pBI-& a los 11 dpi. La flecha sefala el
borde rojo que aparece alrededor de la zona agroinfiltrada de las hojas.

3.2.4. Estudio de la interferencia de la sefial de silenciamiento a
larga distancia por la proteina supresora de CLBV.

En algunos casos, el silenciamiento del RNA a nivel intracelular
induce la formacién de siRNAs que se mueven a través de floema
induciendo el silenciamiento en otras zonas distantes de la planta
(Yoo et al., 2004; Xoconostle et al., 2005; Kalantidis et al., 2008). Este
movimiento de la sefial de silenciamiento puede ser de gran
importancia en la defensa de la planta frente al virus, ya que la
activacion del silenciamiento en partes distales de la planta impone
una barrera al movimiento sistémico del virus en la planta o a nuevas
inoculaciones.

Para determinar si las proteinas de CLBV pueden interferir en el
movimiento de la senal de silenciamiento a larga distancia se
realizaron dos tipos de experimentos de expresion transitoria
mediante agroinfiltracion en plantas de N. benthamiana linea 16c.

El primer experimento se basa en la agroinfiltracion de las
plantas con un plasmido que expresa GFP para inducir el
silenciamiento en las hojas agroinfiltradas (pérdida de fluorescencia
verde). En las zonas agroinfiltradas se forma la senal de
silenciamiento a larga distancia que se desplaza a otras zonas
provocando la pérdida de fluorescencia verde en toda la planta. Sin
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embargo, cuando se coinocula el gen de la GFP con un supresor de
silenciamiento a larga distancia, se produce un retardo y/o inhibicién
del silenciamiento en las hojas superiores. Para realizar este
experimento se coinocularon las construcciones pBI-GFP y pBI-MET,
pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP. Como control positivo se coinoculd pBI-
GFP y pBI-25 de CTV, que inhibe el silenciamiento a larga distancia
(Lu et al., 2004). Como control negativo se coinfiltro pBI-GFP y pBI-
. Para cada combinacion de construcciones se agroinocularon 3
hojas de 10 plantas de N. benthamiana linea 16c y el experimento se
repiti6 en dos ensayos independientes. El progreso del
silenciamiento en las hojas superiores de las plantas agroinfiltradas
se observo a lo largo del tiempo mediante iluminacién de las mismas
con una ldmpara de luz ultravioleta.

En 6-7 plantas de las 10 coinoculadas con pBI-GFP y pBI-25
(control positivo) se detectd6 un retraso en la pérdida de la
fluorescencia verde en las venas de las hojas superiores respecto al
control negativo, observandose a partir de 18 dpi. Por el contrario, en
las plantas coinoculadas con pBI-GFP y pBI-@ (control negativo) o
con las construcciones que contenian los genes de CLBV pBI-MET,
pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP, el silenciamiento en las hojas superiores
se observo antes (14 dpi) y en un mayor namero de plantas (9-10/10).
(Fig. 10A). El andlisis mediante hibridacion northern blot del RNA
total de hojas superiores no agroinfiltradas confirmo los resultados
obtenidos mediante observacion visual, detectdndose una mayor
concentracion de mRNA de GFP en las plantas inoculadas con p25
que en las inoculadas con el control negativo o con las proteinas de
CLBV (Fig. 10B).
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Figura 10. Andlisis de la capacidad las proteinas de CLBV para bloquear la sefial de
silenciamiento a larga distancia. A) Hojas superiores de plantas de N. benthamiana
linea 16¢ coinoculadas con pBI-GFP y pBI-25, pBI-J, pBI-MET, pBI-REP, pBI-MP o
pBI-CP. B) Analisis northern blot del RNA total extraido de las hojas superiores de
plantas sin inocular (primer carril) o inoculadas con las distintas combinaciones de
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plédsmidos a los 14 dpi. La hibridacion se realizd empleando una ribosonda de
polaridad negativa de GFP marcada con digoxigenina. La tinciéon con bromuro de
etidio del RNA ribosémico 5s (rRNA) muestra la equivalencia de carga de RNA
entre las distintas muestras.

El segundo experimento se basa en el ensayo descrito por Guo y
Ding (2002), que consiste en agroinfiltrar GFP y la proteina candidata
en dos puntos separados de la misma hoja de N. benthamiana linea
16c¢. Si se infiltra GFP en el apice de la hoja y la proteina supresora de
silenciamiento a larga distancia en la base de la hoja, en las hojas
superiores no agroinfiltradas no desaparece la fluorescencia verde. Si
la proteina a ensayar no tiene capacidad supresora del silenciamiento
a larga distancia, en las nuevas hojas se silencia GFP y se pierde la
fluorescencia verde. Como control del ensayo se realiza la
inoculacién inversa, GFP en la base y la proteina a ensayar en el
apice. Para realizar este ensayo se emplearon 6 lotes de 10 plantas de
N. benthamiana linea 16c de cuatro semanas desde su transplante a
maceta, en las que se agroinfiltraron tres hojas de la parte inferior de
cada planta con pBI-GFP en el 4pice y pBI-25, pBI- O, pBI-MET, pBI-
REP, pBI-MP o pBI-CP en la base. Para el ensayo inverso se inoculd
el mismo nimero de plantas con pBI-GFP en la base de las hojas y el
resto de las construcciones en el 4pice. La progresion del
silenciamiento se observo en las hojas superiores no agroinfiltradas
en dos ensayos independientes para cada construccion (Fig. 11).
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Figura 11. Representacion esquemadtica del ensayo empleado para identificar
proteinas supresoras del silenciamiento de RNA a larga distancia en plantas de N.
benthamiana linea 16c mediante la observacion del retraso del silenciamiento en las
hojas superiores. A) Control negativo del ensayo. La proteina de estudio se infiltra
en el dpice y la GFP en la base de una misma hoja. B) Se infiltra la GFP en el 4pice y
la proteina de estudio en la base de una misma hoja.

En los ensayos realizados, 6-7 de las 10 plantas agroinfiltradas
con GFP en el apice de las hojas y p25 (control positivo) en la base
mantuvieron la fluorescencia verde de las hojas superiores hasta los
17 dpi. Sin embargo, 8-9 de las 10 plantas inoculadas en la base de las
hojas con pBI-&, pBI-MET, pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP mostraron
pérdida de fluorescencia verde de las hojas superiores a los 14 dpi
(Fig. 12). En el ensayo inverso, donde la GFP se inoculd en la base de
las hojas y las diferentes construcciones en el apice, en 3-4 de 10
plantas agroinfiltradas con p25 se mantuvo la fluorescencia verde a
los 17 dpi, mientras que en 9-10 de las 10 plantas agroinfiltradas con
pBI-J, pBI-MET, pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP se observo el
silenciamiento de GFP en las hojas superiores con la consiguiente
pérdida de fluorescencia verde a los 14 dpi.
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Figura 12. Efecto de las proteinas de CLBV en la interferencia de la sefal de
silenciamiento a larga distancia. Plantas de N. benthamiana linea 16¢ agroinfiltradas
con pBI-GFP en el apice y pBI-25, pBI- I, pBI-MET, pBI-REP, pBI-MP o pBI-CP en
la base de las hojas basales.

Los resultados obtenidos en ambos experimentos sugieren que
las proteinas de CLBV no son capaces de bloquear la sefial de
silenciamiento a larga distancia.
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3.2.5. Ensayo de la supresion de silenciamiento por las proteinas de
CLBV expresadas directamente desde su genoma.

Para determinar si las proteinas del virus expresadas
directamente desde su genoma eran capaces de bloquear el
silenciamiento intracelular y/o a larga distancia, se realizaron dos
experimentos; el primero estd basado en la agroinfiltracion
simultdnea en una hoja con el gen de la GFP y el clon infeccioso del
genoma completo de CLBV (IC-CLBV) (Vives et al., 2008) y el
segundo estd basado en la estrategia de la rotura del silenciamiento
inverso (Roth et al., 2004, Zhou et al., 2006; Valli et al., 2009).

Para realizar el primer experimento se coinfiltraron 3 hojas de 10
plantas de N. benthamiana linea 16¢c con pBI-GFP e IC-CLBV. Como
control positivo se coinfiltr6 pBI-GFP y pBI-MP y como control
negativo pBI-GFP y pBI-0. En las hojas agroinfiltradas con el control
positivo se observd la aparicion de fluorescencia verde a partir de los
5 dpi, mientras que en las hojas agroinfiltradas con el control
negativo o con el clon completo del virus se observo una pérdida de
fluorescencia verde (Fig. 13).

+GFP

Figura 13. Ensayo de la capacidad supresora del silenciamiento intracelular de las
proteinas de CLBV expresadas desde su genoma. Las hojas se agroinfiltraron
simultaneamente con pBI-GFP y pBI- &, pBI-MP o IC-CLBV.
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Para realizar el segundo experimento se emplearon 12 plantas
de N. benthamiana linea 16c de dos semanas de edad desde su
transplante a maceta, de las que se agroinfiltraron las tres primeras
hojas verdaderas con la construccion pBI-GFP. Como hemos
indicado anteriormente, en los tejidos agroinfiltrados se silencia el
mRNA de GFP a partir de 5 dpi y se induce una sefial moévil que
silencia la GFP de toda la planta, observandose de color rojo al
iluminarla con luz UV a partir de 14 dpi. En este momento, las
plantas se dividieron en dos lotes de seis plantas cada uno. El primer
lote se agroinfiltré con el clon IC-CLBV (Vives et al., 2008), mientras
que el segundo se agroinfiltré con pBI-& como control negativo del
bioensayo. Las hojas superiores de las plantas agroinfiltradas se
visualizaron a lo largo del tiempo con una ldmpara de luz
ultravioleta para detectar la aparicion de fluorescencia verde. Para
confirmar los resultados obtenidos se realizaron dos ensayos
independientes.

En ninguna de las plantas infiltradas con el clon de CLBV o con
el control negativo se observo la aparicion de fluorescencia verde, ni
en las hojas agroinfiltradas ni en las superiores. (Fig. 14A). La
presencia del virus en las plantas agroinfiltradas con IC-CLBV se
analiz6 mediante hibridacion northern blot utilizando una ribosonda
de la region de la cdpsida del virus y el RNA total de hojas
agroinfiltradas o de hojas superiores. El virus se detectd en estas
hojas a los 5 y 21 dpi, respectivamente (Fig. 14B). Los resultados
obtenidos indican que, aunque CLBV se acumula en las plantas
inoculadas, las proteinas expresadas desde su genoma no se
acumulan en suficiente cantidad para suprimir el silenciamiento.
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Figura 14. Ensayo de rotura del silenciamiento inverso de GFP en plantas de
N.benthamiana linea 16c. A) Plantas silenciadas preinfiltradas con pBI-GFP e
infiltradas posteriormente con pBI-J (izquierda) o IC-CLBV (derecha). B)
Hibridacion northern blot del RNA total de hojas agroinfiltradas a los 5 dpi y de
hojas superiores a los 21 dpi. La membrana se hibrid6 con una ribosonda marcada
con digoxigenina de la region de la capsida de CLBV. Las flechas indican las
posiciones del gRNA y de los sgRNAs del virus.

En conclusion, los resultados obtenidos sugieren que las
proteinas expresadas desde el genoma del virus no son capaces de
suprimir el silenciamiento de la planta a nivel intracelular ni a larga
distancia.
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3.3. DISCUSION

Las plantas han desarrollado un mecanismo de defensa frente a
la infeccion por virus, basado en el PTGS, que degrada el RNA viral
impidiendo o limitando su acumulacién o invasion sistémica. Por su
parte, como una estrategia de contradefensa, muchos virus de
plantas expresan proteinas que inhiben este silenciamiento a
distintos niveles. En este trabajo se ha determinado la capacidad
supresora del PTGS de las distintas proteinas que codifica CLBV
utilizando el ensayo de expresién transitoria mediante
agroinfiltracion simultdnea con dos construcciones: una que llevaba
los distintos genes del virus y otra que contenia el gen que codifica la
proteina GFP. La observacion de la fluorescencia en las zonas
agroinfiltradas y la acumulacion del mRNA de GFP y de los siRNA
procedentes de la degradacion de dicho mensajero, mostrd que sdlo
la proteina de movimiento del virus es capaz de suprimir el PTGS a
nivel intracelular. La MP de CLBV se comportd como un supresor
del silenciamiento débil al compararlo con los supresores de otros
virus de actividad conocida. De esta manera, al infiltrar
simultdneamente GFP y la MP de CLBV se observo en la zona
agroinfiltrada un aumento de la fluorescencia a 5 dpi, que se
mantuvo durante 8 dias, mientras que al inocular GFP junto con p19
de TBSV o HcPro de TEV, el aumento de la fluorescencia verde se
observo a partir 5 dpi pero con mayor intensidad y se mantuvo
durante al menos 20 dias.

Los supresores del silenciamiento de diferentes virus interfieren
con la maquinaria del silenciamiento de la planta a distintos niveles
(revisado en Moissiard y Voinnet, 2004; Diaz-Penddn y Ding, 2008;
Valli et al.,, 2009). La habilidad de la MP de CLBV de suprimir el
silenciamiento de GFP inducido por RNA de simple y doble cadena
en hojas de N. benthamiana 16¢, indica claramente que ésta proteina
interfiere en la ruta del silenciamiento después de la formacion de
RNA de doble cadena. Por otra parte, los resultados obtenidos
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revelan que la presencia de la MP reduce drasticamente la
acumulacion de siRNAs procedentes de GFP en hojas infiltradas con
pBIN-GFP o pBIN-dsGFP, pero éstos no son completamente
eliminados. Idénticos resultados se obtuvieron en hojas inoculadas
con las proteinas supresoras del silenciamiento de actividad conocida
como son pl9 o HcPro. Ambas proteinas actiian secuestrando los
siRNAs y por tanto, no inhiben la actividad ribonucleasa de DICER,
en contraste con otros supresores que se unen a los dsRNAs de
cadena larga impidiendo su procesado por dicha ribonucleasa (Chao
et al.,, 2005; Lakatos et al., 2006; Lu et al., 2005; Mérai et al., 2005,
2006). Estos resultados sugieren que la MP de CLBV no bloquea la
actividad de DICER y actiia interfiriendo con la maquinaria del
silenciamiento después de la generacion de los siRNAS,
posiblemente secuestrandolos, como lo hacen un gran nimero de
proteinas supresoras del silenciamiento de otros virus (Lakatos et al.,
2006; Martinez-Turino, .2009; Mérai et al., 2006; Hemmes et al., 2009).

La proteina de movimiento de CLBV no impidio el
silenciamiento célula a célula ni a larga distancia. La supresion del
silenciamiento a larga distancia se ensayo wutilizando dos
aproximaciones: i) la agroinfiltracion conjunta de MP y GFP en una
misma hoja de plantas de N. benthamiana linea 16c y observacion de
la supresion de la fluorescencia verde en las nuevas hojas, y ii)
infiltracion separada de ambas construcciones en el apice y en la base
de una misma hoja de N. benthamiana linea 16¢ y observacion de la
fluorescencia en las nuevas hojas. Los resultados obtenidos indican
que el mecanismo de accion de la MP de CLBV difiere de la proteina
ortdloga del genoma del trichovirus de la manchas clordticas de la
hoja del manzano (Apple chlorotic leaf spot wirus, ACLSV),
perteneciente a la familia Flexiviridae al igual que CLBV (Adams et
al., 2005; Martelli et al., 2007) y que filogenéticamente estd muy
relacionado con el mismo (Vives et al, 2001). La proteina de
movimiento de este virus, asignada a la superfamilia “30K” como la
de CLBV, no suprime el silenciamiento local pero si interfiere la sefial
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de silenciamiento a larga distancia (Yaegashy et al., 2007). Idénticos
resultados se observaron al comparar el mecanismo de accion de
proteinas ortélogas de dos crinivirus, donde la proteina P22 del virus
del amarilleo del tomate (Tomato chlorosis virus, ToCV) suprime el
silenciamiento a nivel local (Cafizares et al., 2008), mientras que la
P22 del virus del enanismo clorético del boniato (Sweet potato chlorotic
stunt virus, SPCSV), suprime la senal de silenciamiento célula a célula
y alarga distancia (Kreuze et al., 2005).

La agroinfiltracion simultanea del clon infeccioso de CLBV (IC-
CLBV) y GFP en hojas de N. benthamiana linea 16¢c no indujo un
aumento de la fluorescencia verde en la zona agroinfiltrada, al
contrario de lo que ocurre cuando se expresa transitoriamente la MP
del virus desde un vector binario. Tampoco se observd reversion a
fluorescencia verde al inocular con el clon infeccioso plantas de N.
benthamiana  linea  16c, previamente silenciadas mediante
agroinfiltracion con GFP, ni en la zona agroinfiltrada ni en las hojas
superiores. En otros estudios realizados con diferentes virus con
genoma de DNA o RNA utilizando este tipo de experimentos se
observo una gran variabilidad de resultados. Asi, algunos virus
suprimian el silenciamiento en todos los tejidos de la planta que
infectaban, mientras que otros sélo lo suprimian en las venas, en las
nuevas hojas o no se observaba reversion significativa del
silenciamiento en ningun tejido (Voinnet et al., 1999). Los resultados
mostrados en este trabajo indican que las proteinas expresadas desde
el genoma de CLBV no son capaces de suprimir el silenciamiento de
la planta a nivel intracelular ni a larga distancia, posiblemente
porque se expresan en menor cantidad que cuando se expresan
transitoriamente desde un vector binario. Pfeffer et al., (2002)
obtuvieron resultados similares al agroinfiltrar la proteina supresora
de silenciamiento pO del virus del amarilleamiento occidental de la
remolacha (Beet Western yellow virus, BWYV) junto con GFP, ya que
se observo una fuerte supresion de PTGS en la zona agroinfiltrada.
En dicha zona la proteina se detect6 facilmente mediante métodos
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seroldgicos, mientras que en las zonas de la hoja inoculadas con el
genoma completo del virus, la proteina pO no se acumuld lo
suficiente para ser detectada por métodos seroldgicos y el aumento
de la fluorescencia por supresion del PTGS fue muy débil.

CLBV se transmite por semilla (Guerri et al.,, 2004) y es muy
dificil eliminarlo por microinjerto in vitro (Navarro et al., 1993), por lo
que debe pasar la barrera de exclusion de las zonas meristematicas,
proceso que estd restringido para la mayoria de virus de plantas
(Wang et al., 1997). En trabajos previos con PVX y CMV se determind
que la exclusion de los virus en el meristemo estaba asociada al PTGS
(Mochizuki y Ohki, 2004, Qu et al., 2005; Schwach et al., 2005).
Martin-Herndndez y Baulcombe (2008) observaron que la proteina
16K de virus del cascabeleo del tabaco (Tobacco rattle virus, TRV), un
tobravirus que se transmite por semilla, se comporté como un
supresor debil de silenciamiento en experimentos de expresion
transitoria en N. benthamiana linea 16c al compararlo con el supresor
p19. Sin embargo, la mutacién de este gen para introducir un codon
de parada (TRV-stop) impidio que el virus invadiera el meristemo.
También observaron que la expresion de esta proteina en trans en
plantas coinfectadas con TRV y PVX permitia la acumulacién de PVX
en meristemos, cosa que no se observo en plantas coinoculadas con
TRV-stop y PVX. De estos resultados, los autores concluyeron que la
proteina 16K era la responsable de que TRV fuera capaz de invadir
los meristemos (Martin-Herndndez y Baulcombe, 2008). En este
trabajo también se especula que para que un virus pueda invadir el
meristemo, es necesario que la actividad de la proteina supresora de
PTGS que codifique dicho virus sea débil, ya que si dicha actividad
fuera demasiado fuerte, el virus se acumularia en altas proporciones
en el meristemo causando severos dafios en estas zonas e impidiendo
que las plantas se desarrollaran correctamente (Martin-Hernandez y
Baulcombe, 2008). Teniendo en cuenta estos resultados, la proteina
de movimiento de CLBV, a pesar de ser un supresor del
silenciamiento poco eficiente al compararlo con supresores conocidos
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como p19 o HcPro, podria ser la responsable de la invasion del virus
en zonas meristematicas de las plantas infectadas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material biologico.

1.1. Plantas.

En los ensayos realizados para poner a punto el aislamiento de
protoplastos se emplearon plantas de N. occidentalis, N. benthamiana y
cidro Etrog. Las plantas de tabaco se cultivaron en una camara
climatica a una temperatura de 20-24°C, con una humedad del 45-
60%.y una intensidad luminica de 3500-4200 luxes, mientras que las
plantas de cidro se cultivaron a 24-26 °C, con una humedad
alrededor del 70% y una iluminaciéon de 7000-8000 luxes. En todos
los casos se establecié un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad.

Para los ensayos de inoculacion de mutantes de CLBV se
utilizaron plantas de N. benthamiana y para los de expresion
transitoria se emplearon plantas N. benthamiana linea 16C que
expresan constitutivamente el gen de la GFP, cuyas semillas fueron
amablemente cedidas por el Dr. Baulcombe. Estas plantas se
cultivaron en las condiciones indicadas anteriormente para las
plantas de tabaco.

Para la purificacion de viriones de CLBV se utilizaron hojas de
kumquat Nagami injertado sobre limonero rugoso, inoculadas con el
aislado del virus SRA-153 (Navarro et al.,, 1984). La inoculacion
mecanica tanto de viriones como de transcritos de CLBV se realiz6 en
plantas de N. benthamiana y cidro Etrog. Estas plantas se

mantuvieron en un invernadero con temperatura controlada de 18-
26°C.

Las plantas de citricos se cultivaron en macetas con una mezcla
artificial de 50% arena y 50% turba y las de Nicotiana con una mezcla
de 50% turba y 50% vermiculita. Todas las plantas se fertilizaron con
una soluciéon nutritiva desarrollada para citricos (Arregui et al.,
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1982), aunque para las plantas de Nicotiana se utilizdé una dilucién
1/10 de la misma.

1.2. Bacterias.

1.2.1. Escherichia coli.

Para la propagacion y purificacion de los plasmidos portadores
de las construcciones generadas en este trabajo se utilizaron células
de E. coli competentes para su transformacion mediante choque
térmico de la cepa DH5a (construcciones pequenas) y células
electrocompetentes One  Shot®  Electrocomp™  GeneHogs®
(Invitrogen) (construcciones del genoma completo de CLBV).

1.2.1.1. Obtencion de células de la cepa DH5a competentes para su
transformacion mediante choque térmico.

Una colonia de E. coli DH5a, aislada por triple estria en una
placa de medio solido Luria-Bertani (LB), se crecié en 5 ml de medio
liquido LB a 37°C en agitacion (200 rpm) durante toda la noche. Este
preindculo se anadid a un volumen de 500 ml de LB en un matraz
Erlenmeyer estéril de 2 1 y se incubd en agitacion a 37°C hasta que
alcanzé una ODew de 0.5. El cultivo se enfrio en un bafio de hielo
durante 15 min y se centrifug6 a 6000 rpm durante 10 min a 4°C. El
sedimento se resuspendio suavemente en 15 ml de tampdn 1 frio
(acetato potasico 30 mM, pH 5.8, RbCl 0.1 M, MnCl. 50 mM, CaCl: 10
mM, glicerol 15%). Tras una nueva centrifugacion en las mismas
condiciones, las células se resuspendieron en 4 ml de tampon 2 frio
(MOPS 10 mM, pH 7, RbCl 10 mM, CaCl: 75 mM, glicerol 15%). Esta
suspension se fracciond en alicuotas de 40 pl que se congelaron
inmediatamente con nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80°C
hasta su uso.
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1.2.2. Agrobacterium tumefaciens.

Para los experimentos de expresion transitoria en plantas de N.
benthamiana se utilizaron células electrocompetentes de A. tumefaciens
cepa COR 308, amablemente cedidas por la Dra. Hamilton,
portadoras del plasmido pCH32 que contiene copias extra de los
genes de virulencia VirG y VirE.

1.2.2.1. Obtencion de células de la cepa COR 308 competentes para
su transformacion mediante electroporacion.

Una colonia de A. tumefaciens COR 308, aislada por triple estria
en una placa de medio sélido LB con gentamicina (20 mg/l) y
tetraciclina (5 mg/l), se crecié en 10 ml de medio liquido LB con
tetraciclina (10 mg/1) (LB-Tw) a 28°C en agitacion (180 rpm) durante
toda la noche. Este preindculo se afiadié a un volumen de 500 ml de
LB-T1w en un matraz Erlenmeyer estéril de 21y se incubd en agitacion
a 28°C hasta que alcanzé una ODewo de 0.5. El cultivo se enfrid en un
bafio de hielo durante 15 min y se centrifugo a 8000 rpm durante 10
min a 4°C. Las células se lavaron 3 veces con voliumenes decrecientes
de HEPES 1 mM, ph 7.5 y una vez con 50 ml de glicerol 10%.
Posteriormente se resuspendieron con 2 ml de glicerol 10% y se
hicieron alicuotas de 40 ul, que se congelaron inmediatamente con
nitrogeno liquido y se mantuvieron a -80°C hasta el momento de su
utilizacion.

2. Generacion de construcciones de cDNA.

2.1. Obtencion de un clon infeccioso del genoma completo de
CLBYV bajo el promotor T7 de la RNA polimerasa del fago lambda.

Para obtener el cDNA correspondiente al RNA gendmico del
aislado SRA-153 de CLBV, a partir de extractos de RNA total de
plantas infectadas con el virus se amplificaron mediante RT-PCR tres
fragmentos solapantes que cubrian la longitud completa del genoma
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y que se fueron anadiendo secuencialmente en un vector pUC119
modificado por la Dra. Silvia Ambros. Este vector contenia un doble
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), la
secuencia antigendmica de la ribozima del virus delta de la hepatitis,
el terminador del gen de la nopalina sintasa (NOS-T) y dos sitios de
restriccion tnicos Sal I'y Xho I anadidos entre el promotor 35S y la
ribozima. Las reacciones de retrotranscripcion se realizaron con el
estuche comercial ThermoScript™ RT-PCR system (Invitrogen)
usando los cebadores KU58, KU60 y KU66 (Tabla 1), para sintetizar
el cDNA de las regiones 5'-terminal (f5"), central (fC) y 3’-terminal
(f3"), respectivamente. E1 RNA total (350-500ng) y el correspondiente
cebador (0.5uM) se desnaturalizaron calentando durante 5 min a
95°C y enfriando inmediatamente en hielo durante 3 min. A esta
mezcla se anadio otra que contenia tampdn de sintesis de cDNA 1X
(50 mM de Tris-acetato pH 8.4, 75 mM de acetato potasico y 8 mM de
acetato magnésico), DTT 5 mM, dNTPs 1 mM, 40U de inhibidor de
RNasa, 15 U de transcriptasa inversa y agua tratada con DEPC (hasta
20 pl de volumen final). Las mezclas de reaccion se incubaron a 60°C
durante 1 h.

Los cDNAs obtenidos se amplificaron mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR)
utilizando las parejas de cebadores KU52/KU58, KU59/KU60 y
KU61/KU66 (Tabla 1) para los fragmentos f5, fC y {3,
respectivamente, y la polimerasa AccuPrime™ Pfx (Invitrogen). Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 25
ul y contenian 2 ul del cDNA obtenido en la reaccion de
retrotranscripcion, tampon de reaccion 1X (MgSOs 1 mM, dNTPs 0.3
mM), 0.3 uM de cada cebador, 1 U de polimerasa y agua DEPC. Las
condiciones de amplificacion consistieron en una desnaturalizacion
previa de 2 min a 94°C, 35 ciclos de 20 s a 94°C, 30 s a 50°C, y 5 min a
68°C, con una extension final de 5 min a 68°C.
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El fragmento amplificado 5" se digirio con la enzima Sal I (New
England BioLabs, NEB) y se purifico a partir de un gel de agarosa 1%
(p/v) con el Kit GeneClean (Q-BIOGENE) siguiendo las instrucciones
del proveedor. Por otro lado, el vector pUC119 modificado se
linealizd con las enzimas Stu I (NEB) y Sal I, se purificé a partir de un
gel de agarosa 1% con el estuche comercial ULTRACLEAN™ 15
DNA Purification (MOBIO) y se defosforilé con fosfatasa Antartica
(NEB) siguiendo las indicaciones del fabricante. El inserto se ligo al
vector en una reaccion en la que se utiliz6é una relaciéon molar vector:
inserto de 3:1 en un volumen final de 10 pl que contenia: 100 ng de
plasmido, 300 ng de inserto, Tris-HCl 50 mM pH 7.5, MgCl> 10 mM,
ATP 1 mM, DTT 10 mM y 400 U de T4 DNA Ligasa (NEB). La
reaccion se incubd a 16°C durante 16 h. La construccion obtenida
(pUCHtS") se utilizd para transfectar células competentes de E. coli de
la cepa DH5a mediante choque térmico. El plasmido clonado se
purifico con el estuche comercial High Pure Plasmid Isolation Kit
(Roche).

A partir del clon pUCE5" se sustituyo el promotor 355x2 por el
promotor T7 de la RNA polimerasa del fago lambda. Para ello se
amplifico mediante PCR un fragmento de 582 nt del extremo 5" del
virus con los cebadores KU63 (que contiene la secuencia del
promotor T7) y KU64 (Tabla 1). Este fragmento se digiri6 con la
enzima Hind III (Fermentas) y se clono en el vector pUCt5” digerido
con la misma enzima. A partir de este clon se elimino la secuencia de
la ribozima y el terminador NOS-T mediante la sustitucion del
fragmento comprendido entre los sitios de restriccion Xho I y Not 1
por un adaptador, generado mediante el anillamiento de los
cebadores V7 y V8, que contenia los mismos extremos Xho Iy Not Iy
un sitio Bam HI en medio, obteniéndose la construccion pUCT7£5". A
continuacion, una mezcla de 10 clones de la construccion pUCT7£5
se digirio con las enzimas Sal I y Xho I (Fermentas) y se ligoé con el
fragmento fC amplificado por PCR y digerido con las mismas
enzimas, obteniéndose la construccion pUCT7f5'C, que contenia las
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regiones 5 terminal y central del genoma del virus. Por ultimo, el
fragmento {3 digerido con las enzimas Xho I y Bam HI (Fermentas),
se ligd con una mezcla de 10 clones de pUCT7f5’C digerida con las
mismas enzimas para obtener la construccion T7-CLBV con el
genoma completo del virus (Fig. 1). De esta construccion se
seleccionaron 10 clones para ensayar su infectividad tanto en plantas
como en protoplastos.

Tabla 1. Cebadores empleados en la retrotranscripcion (RT) y amplificacion por
PCR de los diferentes fragmentos del RNA gendmico de CLBV y para la
modificaciéon de los plasmidos.

m?gﬁﬂii‘fgﬁ Cebador# Secuencia 5-3" * Posicién @yt
5 KU 52-P | GAAAAGCAACGAAACAACCTACACAACCC 1-30
KU 58 | CCCCTTTTCCAAGAACCACACATTTTCCA 3224-3196
KU59 | GGTAACGGTGGCTCCATTGAAGATTG 3122 -3147
f€ KU 60 | AATTCAAATTCATCAATAACAGCTGTTTCG 6341-6312
o KU 61 | GAAATGAACAGATCTGGGGTAGATGCGCAC 6257-6286
KU 66 | TTTCTGGATCC(T)GTCTAAAAG 8747 -8739
Sustitucion | KU 63 | TTICATAAGCTTAATACGACTCACTATAGAAAAGCAAC 1-20
promotor GAAAGCAACC
KU 64 | CTCTITATTTTCCAAGCTTITGATGAAATTCC 613-582
Deleccion Rbz | V7-P tcgagTCTT GGATCCgc
y T-Nos V8-P | ggccge GGATCCAAGAC -

# Los cebadores fosforilados en el extremo 5" estan indicados con la letra P.

* Las secuencias en negrita representan sitios de restricciéon. La secuencia del
promotor T7 esta indicada en letras italicas. Las secuencias en mintscula son parte
de sitios de restriccion.

1 Numeracion respecto a la secuencia del aislado SRA-153 de CLBV.
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Figura 1. Estrategia empleada para obtener el clon T7-CLBV.

2.2. Obtencion de mutantes del clon infeccioso IC-CLBV.

2.2.1. Introduccion de codones de parada en las proteinas de

movimiento y capsida de CLBV.

En el laboratorio disponemos de un clon infeccioso del genoma
completo de CLBV bajo el promotor 355 de CaMV clonado en el
vector binario pBIN19 (IC-CLBV) (Vives et al., 2008). Para introducir
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un codon de parada en el aminodcido 118 de la MP se sintetizo el
mutante M1 mediante la sustitucion en el clon IC-CLBV de los
nucleotidos GAA por TGA, localizados en la posicion 6313-6315 del
genoma viral. Para obtener el mutante M1, a partir del clon IC-CLBV
se amplificaron por PCR dos fragmentos de DNA (MP1 y MP2)
utilizando las parejas de cebadores KU34/MP-Rstop y MP-
Fstop/KU47, respectivamente (Tabla 2) y la polimerasa Pfu Turbo
DNA (Stratagene). Las reacciones de amplificacion se realizaron en
un volumen final de 50 ul que contenian 80 ng de cDNA, tampon de
reaccion 1X (Tris-HCI 20 mM, pH 8.8, MgS0: 2 mM, KCl 10 mM,
(NH4)2S04 10 mM), dNTPs 1 mM, 0.5 uM de cada cebador, 5 U de
polimerasa y agua. Las condiciones de amplificacién consistieron en
una desnaturalizacidon previa de 2 min a 92°C, 38 ciclos de 20 s a
92°C, 20 s a 60°C, 1 min 30 s a 68°C y una extension final de 5 min a
68°C. Los fragmentos amplificados MP1 y MP2 se purificaron y se
ligaron utilizando 100 ng de cada uno de ellos, obteniéndose un
fragmento tnico MP3 de 1.2 Kb que se amplific con los cebadores
KU 34/KU 47 (Tabla 2) y la polimerasa Pfu Turbo DNA (Stratagene).
El fragmento amplificado MP3 se purificd, se digirid con las enzimas
Xho 1y Age I (NEB) y se clon6 en el plasmido IC-CLBV digerido con
las mismas enzimas y desfosforilado, obteniéndose el mutante M1
(Fig. 2).

Para introducir un codon de parada en el segundo aminoacido
de la CP se sintetiz6 el mutante M8 mediante la sustitucion en el clon
IC-CLBV de los nucleotidos AAA por TGA, localizados en la
posicion 7118-7120 del genoma viral. Para ello se emple6 la misma
estrategia descrita para el mutante M1. A partir del clon IC-CLBV se
amplificaron por PCR dos fragmentos de DNA (CP1 y CP2)
utilizando las parejas de cebadores CP-F/CP-Rstop y CP-Fstop/KU47,
respectivamente (Tabla 2) y la polimerasa Pfu Turbo DNA
(Stratagene). Los fragmentos amplificados se ligaron obteniéndose
un fragmento tnico CP3 de 1.4 Kb que se amplificd con los cebadores
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CP-F/KU 47 (Tabla 2) y se cloné en el plasmido IC-CLBV
obteniéndose el mutante M8 (Fig. 2).

De cada construccion se seleccionaron dos clones para ensayar
su infectividad en plantas.

Tabla 2. Cebadores especificos de CLBV empleados para la sintesis de los mutantes
M1y MS.

Fragmento Cebador # Secuencia 5'—3" * Posicion (nt)t

KU 34 AACTGTATGGTTCCGATGC 6044-6062
MP-Rstop-P | GTGCGCATCTACCCCAGATCTGTTCATTTCCAG 6286-6254

MP1

MP-Fstop-P | TGGTAGATACTAGCAGAACTCGAGCCIGAACAG| 62876319
KU 47 CTTGATCCACAACTTATCGC 7752-7733

MP2

MP3 KU 34/KU 47

CP1 CP-F CTAGCAGAACTCGAGCCGAAACAG 6296-6319
CP-Rstop-P | TCTATATTAATTCAAATAAGTACTAACTATITAC 7102-7069
CcP2 CP-Fstop-P | TAGTGTACATCCATGIGAATCACCAATGATAATG| 71037136
KU 47 CTTGATCCACAACTTATCGC 7752-7733

CP3 CP-F/KU47

# Los cebadores fosforilados en el extremo 5" estan indicados con la letra P.

* Las secuencias en negrita representan el sitio de restricciéon Xho 1. Los nucledtidos
subrayados indican los codones de parada introducidos en la secuencia de los
mutantes.

1 Numeracion respecto a la secuencia del aislado SRA-153 de CLBV.

ge I
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IC-CLBvﬁ9 —_ 4 ey et ey ]

r\. M1 m
* Xho I A
MP2 MP3 + Ligacién M1 @

o Age ]

IC-CLBV

¢

Digestion Xho I, Age I

Figura 2. Estrategia empleada para obtener los mutantes M1 y M8.
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2.2.2. Delecciones del promotor del sgRNA de la capsida de CLBV.

2.2.2.1. Delecciones de la region 5" del promotor del CP-sgRNA.

Para delimitar la secuencia minima promotora del CP-sgRNA
por el extremo 5 se realizaron delecciones progresivas en el clon IC-
CLBV que se extendian desde el nucle6tido -520 (contado desde el
inicio de transcripcion de dicho sgRNA) hasta los nucle6tidos -202
(mutante M2), -112 (mutante M3), -67 (mutante M4), -22 (mutante
M5) y +1 (mutante M6), respectivamente. Ademads, se generd el
mutante M7 en el que se delecciond la secuencia comprendida entre
los nucledtidos -202 y -67. Para obtener los mutantes M2-M6, la
secuencia de CLBV comprendida entre los nucledtidos 6296 y 7282,
que incluye parte de la MP y el inicio de la CP, se amplifico a partir
del clon IC-CLBV-pUC (Vives et al., 2008) con los cebadores fCPF y
fCPR (Tabla 3) y la polimerasa Pfu Turbo DNA (Stratagene). El
fragmento amplificado de 986 nt se clon6é en el vector pUCI9
digerido con Sma I y desfosforilado (Fermentas) obteniéndose la
construccion pCP. A partir de esta construccion se amplificaron
mediante PCR cinco fragmentos (pM2, pM3, pM4, pM5 y pMb6)
utilizando la polimerasa Pfu Turbo DNA (Stratagene), un cebador de
secuencia directa que incluia un sitio de restriccion Xho I (pCPA,
pCPB, pCPC, pCPD y pCPE, respectivamente) y un cebador tinico de
secuencia reversa fCPR, con un sitio Bsu36 [ (Tabla 3). Los
fragmentos amplificados se digirieron con las enzimas de restriccion
Xho I'y Bsu36 I (NEB) y se clonaron en el vector IC-CLBV-pUC
cortado con las mismas enzimas y desfosforilado. Posteriormente, los
cassettes de expresion con los mutantes generados se escindieron con
la enzima Sfi I y se subclonaron en el vector binario pBIN/Sfi (Vives
et al, 2008) digerido con la misma enzima, obteniéndose los
mutantes M2, M3, M4, M5 y M6 (Fig. 3).

Para obtener el mutante M7 se amplifico mediante PCR un
fragmento comprendido entre los nucleotidos -520 y -202 respecto al
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inicio de transcripcion del CP-sgRNA, utilizando los cebadores fCPF
y pCPA-R, que contienen un sitio de restriccion Xho I (Tabla 3) y la
polimerasa Pfu Turbo DNA (Stratagene). Este fragmento (pM?7) se
digirié con la enzima Xho I y se clon6 en el plasmido pM4 digerido
con la misma enzima y desfosforilado. Posteriormente, el cassette de
expresion con la secuencia deleccionada de CLBV bajo el promotor
35S se subclono en el vector binario pBIN/Sfi como se ha descrito

anteriormente.

Tabla 3. Cebadores especificos de CLBV empleados en la sintesis de los mutantes
(M2-M7) que delimitan la region 5° del promotor del CP-sgRNA.

Fragmento Cebador # Secuencia 5-3" * Posicion (nt)t
op fCPE-P CTAGCAGAACTCGAGCCGAAACAG 6296-6319
p
fCPR-P GAAGAAGACCTCAGGGTCCACCTC 7282-7259
o pCPA-P GGGCTCGAGACATGTTTAATGCATCTTCTTCCA 6629-6652
P fCPRP
M3 pCPB-P GGGCTCGAGTGGCAATTAAAGGGTTTGGACGCA 6719-6752
P fCPR-P
M pCPC-P GGGCTCGAGGAAACCTCACCACGAGAAATCTCA 6764-6787
P fCPR-P
M5 pCPD-P GGGCTCGAGTTAAGTCAGAGACGGCTTCACTGA 6809-6832
p
fCPR-P
M6 pCPE-P GGGCTCGAGGAAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAGA | 6831-6854
p
fCPR-P
M7 fCPF-P
CPA-R-P GGGCTCGAGTTTCAAATGCCTTCTTGGATTCTTCC 6624-6599

# Los cebadores fosforilados en el extremo 5 estan indicados con la letra P.
* Las secuencias en negrita representan los sitios de restriccion Xho I'y Bsu36 L.

t Numeracion respecto a la secuencia del aislado SRA-153 de CLBV.
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Figura 3. Estrategia empleada para obtener los mutantes M2, M3, M4, M5 y Mé6.

2.2.2.2. Delecciones de la region 3" del promotor del CP-sgRNA.

Para delimitar la secuencia minima promotora del CP-sgRNA
por el extremo 3" se realizaron delecciones progresivas en el clon IC-
CLBYV desde el coddn de inicio de traduccion de la CP hacia el inicio
de transcripcion del CP-sgRNA. En concreto se generaron 4 mutantes
con delecciones que se extendian desde el nucle6tido +284 (codon de
inicio de traduccién de la CP) hasta los nucledtidos +169 (mutante
M9), +113 (mutante M10), +50 (mutante M11) y +8 (mutante M12),
respectivamente. Para generar estos mutantes se utilizé el clon pCP
(apartado 2.2.2.1.) como molde a partir del cual se amplificaron
mediante PCR inversa las 4 construcciones (pM9, pM10, pM11 y
pM12). Para ello se utilizo el cebador de secuencia directa fCP4
(Tabla 4), los cebadores de secuencia reversa fCP3, fCP2, fCP1 y
fCPO, respectivamente (Tabla 4) y la polimerasa Pfu Turbo DNA
(Stratagene). Los productos de PCR, que contenian el vector pUC19
completo en el centro y parte de la secuencia de CLBV en los
extremos, se autoligaron obteniéndose las construcciones pM9,
pM10, pM11 y pM12. A partir de estas construcciones se liberaron los
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fragmentos de secuencia de CLBV comprendidos entre los sitios de
restriccion Xho Iy Bsu36 Iy se clonaron en el vector IC-CLBV-pUC
cortado con las mismas enzimas y desfosforilado. Posteriormente, los
cassettes de expresion con los mutantes generados se escindieron con
la enzima Sfi I y se subclonaron en el vector binario pBIN/Sfi
digerido con la misma enzima, obteniéndose los mutantes M9, M10,
M11y M12 (Fig. 4).

Tabla 4. Cebadores especificos de CLBV empleados en la sintesis de los mutantes
(M9-M12) que delimitan la region 3" del promotor del CP-sgRNA.

Fragmento Cebador # Secuencia 5'-3" Posicion (nt)t
MO fCP4 -P ATGAAAATCACCAATGATAATGCC 7115-7138
P fCP3 -P ATCTTTTAGATCATGCACAGTTTC 6999-6976
fCP4 -P
pM10
fCP2 -P GTGCTTTAACCAACTGATGATC 6943-6922
fCP4 -P
pM11
fCP1-P ATTTTCTCAATCTATCATTACCC 6880-6858
pM12 fCP4 -P
fCPO-P TTCTTTTCAGTGAAGCCGTCTCTGACTTAAC 6838-6808

# Los cebadores fosforilados en el extremo 5” estan indicados con la letra P.
t Numeracion respecto a la secuencia del aislado SRA-153 de CLBV.

Xho 1
N
\\\
—— PM9 X
N PMlO W\ _Bsu36 I Xho I
PCR | Se——p. Autoligacién == Bsu36 1
pCP > pM11 pM9 - pM12 + IC-CLBVpUC = "
— pM12
Digestion Xho I, Bsu36 I
ll.igaci(m
Sfil Sfil
X
Mo - M12 p Ligacién pBIN/Sfi + pM9 - pM12
¢ é
Digestion Sfi I

Figura 4. Estrategia empleada para obtener los mutantes M9, M10, M11 y M12.
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2.2.2.3. Delecciones de las regiones 5" y 3" del promotor del CP-
sgRNA.

Para delimitar la secuencia minima promotora del CP-sgRNA
por ambos extremos se sintetizaron cuatro nuevos mutantes del clon
IC-CLBV que contenian el extremo 5" constante (-67) e idéntico al
mutante M4 y diferentes extremos 3" localizados en los nucledtidos
+169 (mutante M13), +113 (mutante M14), +50 (mutante M15) y +8
(mutante M16). Para obtener estos mutantes se utilizé como molde el
clon pM4 (apartado 2.2.2.1) y se empled la misma estrategia
desarrollada en el apartado 2.2.2.2 utilizando los mismos cebadores.

2.2.3. Mutaciones del hexanucledtido GAAAAG presente en el
inicio de transcripcion del CP-sgRNA.

Para estudiar la importancia de esta secuencia en la sintesis del
CP-sgRNA, a partir del clon IC-CLBV se obtuvieron diez
construcciones mediante mutagénesis dirigida, que contenian
mutaciones o delecciones individuales de los distintos nucledtidos
que la componen. Para generar estos mutantes se utilizé el clon pCP
(apartado 2.2.2.1.) como molde a partir del cual se amplificaron
mediante PCR inversa las 10 construcciones (pM17, pM18, pM19,
pM20, pM21, pM22, pM23, pM24, pM25 y pM26). Para ello se
utilizaron los cebadores de secuencia directa que contenian la
mutacion a introducir, mutl, mut2, mut3, mut4, mut5, mut6, mut?7,
mut8, mut9 y mutl0, respectivamente (Tabla 5), el cebador de
secuencia reversa mutll (Tabla 5) y la polimerasa Pfu Turbo DNA
(Stratagene). Los productos de PCR, que contenian el vector pUC19
completo en el centro y parte de la secuencia de CLBV mutada en los
extremos, se autoligaron obteniéndose las construcciones pM17-
pM26. A partir de estas construcciones se liberaron los fragmentos de
secuencia de CLBV comprendidos entre los sitios de restriccion Xho I
y Bsu36 1y se clonaron en el vector IC-CLBV-pUC cortado con las
mismas enzimas y desfosforilado. Posteriormente, los cassettes de
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expresion con los mutantes generados se escindieron con la enzima
Sfi I y se subclonaron en el vector binario pBIN/Sfi digerido con la
misma enzima, obteniéndose los mutantes M17, M18, M19, M20,
M21, M22, M23, M24, M25 y M26 (Fig. 5).

Tabla 5. Cebadores especificos de CLBV empleados en la sintesis de los mutantes
(M17-M26) que incluyen mutaciones puntuales del hexanucleétido GAAAAG.

Fragmento Cebador # Secuencia 5"-3" * Posicion (nt)t

pM17 mut 1-P TCACTAAAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853

mut 11P AGCCGTCTCTGACTTAACATGAGACAC 6825-6799

pM18 mut 2-P TCACTCAAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
mut 11-P

PM19 mut 3-P TCACTTAAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
mut 11-P

pM20 mut 4-P TCACTGGAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
mut 11-P

pM21 mut 5-P TCACTGCAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
mut 11-P

mut 6-P TCACTGTAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
pM22 mut 11-P

PM23 mut 7-P TCACTGAAAAGAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
mut 11-P

mut 8-P TCACTGAAAAAAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
pM24 mut 11-P

PM25 mut 9-P TCACTGAAAACAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
mut 11-P

PM26 mut 10-P TCACTGAAAATAAGTCAAAGTGGAAGAG 6826-6853
mut 11-P

# Los cebadores fosforilados en el extremo 5 estan indicados con la letra P.

* La secuencia subrayada indica el hexanucleotido modificado. Los nucledtidos en
negrita representan la mutacion puntual introducida.

t Numeracion respecto a la secuencia del aislado SRA-153 de CLBV.
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Figura 5. Estrategia empleada para obtener los mutantes M17-M26

2.3. Clonacion de los ORFS de CLBV.

Para identificar las posibles proteinas supresoras del
silenciamiento codificadas por CLBV, se clonaron los tres ORFs del
virus en el vector binario pBIN 121. Debido al gran tamafio del ORF
1, este gen se clond en dos fragmentos, uno que contenia el dominio
metil-transferasa y otro que contenia los dominios helicasa, proteasa
y polimerasa. A partir del clon IC-CLBV se amplificaron mediante
PCR cuatro fragmentos: MET, REP, MP y CP utilizando Ila
polimerasa AccuPrime™ Pfx (Invitrogen) y las parejas de cebadores
MET1/MET2, REP1/REP2, MP1/MP2 y CP1/CP2, respectivamente
(Tabla 6). Los fragmentos amplificados se clonaron en el plasmido
pMOG 180 (Mogen Internacional), que contiene un doble promotor
355 del CaMV, seguido del sitio de restriccion BamH I y del
terminador del gen de la nopalina sintasa (T-Nos). Para ello, los
productos de PCR se digirieron con la enzima BamH I (Fermentas) y
se ligaron al plasmido pMOG 180 cortado con la misma enzima y
desfosforilado, obteniéndose las construcciones pMMET, pMREP,
PMMP y pMCP. A continuacion, los cassettes de expresion completos
se escindieron con la enzima Hind III (pMREP, pMMP, pMCP) o Eco
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RI (pMMET) y se subclonaron en el vector binario pBIN 121
(Clontech) digerido con la misma enzima y desfosforilado,
obteniéndose las construcciones pBI-MET (metil-transferasa), pBI-
REP (helicasa, proteasa y RNA polimerasa), pBI-MP (proteina de
movimiento) y pBI-CP (proteina de capsida) (Fig. 6).

Tabla 6. Cebadores especificos de CLBV empleados en la sintesis de las
construcciones que contienen los ORFs del virus.

Fragmento Cebador Secuencia 5-3" * Posicion (nt)t
MET MET 1 TTTGTGGATCCATGGCTTTGATGAGCAACAAAACT 74-97
MET 2 AAAGAGGATCCITTGATTTCGACATCATCTCCAATAATTTGC| 11681138
REP REP 1 TTTGTGGATCCATGTCGAGAGTCTCGATTACTTTCAG 2927-2952
REP 2 AAAGAGGATCCCAGATATCTTCGTCGGAAGATTGTT 5962-5936
MP MP 1 TATCTGGATCCATGGCATCCCTGATCAATGTAAG 5962-5984
MP 2 TAACAGGATCCTCACTTGGTTCCAGTGTCACTG 7050-7029
cp CP1 ATGTGGATCCATGAAAATCACCAATGATAAT 71157135
CpP2 CCATAGGATCCCTACATTTCTAAGAGTTTTGCTTTG 8206-8182

* Las secuencias en negrita indican el sitio de restriccion BamHI.
t Numeracion respecto a la secuencia del aislado SRA-153 de CLBV.

Hind I BainH ! Hind I Hind TII Hind 111
in ]
@ ’/ Hind IH@ ’/ /
BamHI BamH]I Ligacién pMMET
i | + pMOG 180 | ———> PMREP + pBIN 121
ORF, CLBV pMMP
MET pMCP
REP
MP Digestion BamH I Digestion Hind 111

cpP lLigacién

&

PMET
PREP
pMP

pCP

Figura 6. Estrategia empleada para obtener las construcciones pMET, pREP, pMP y
pCP.
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3. Aislamiento de protoplastos.

Para ensayar la infectividad de la construccion T7-CLBV se
utilizaron protoplastos aislados a partir de mesoéfilo de hojas de
Nicotiana occidentalis, N. benthamiana y cidro Etrog. El proceso del
aislamiento de protoplastos se divide en tres etapas: i) preparacion y
desinfeccion del material vegetal, ii) eliminacion de la pared celular
mediante enzimas liticos, y iii) limpieza y purificacién de los
protoplastos. Para optimizar el rendimiento de obtencion de
protoplastos es necesario poner a punto los protocolos de aislamiento
con las condiciones adecuadas para cada especie vegetal.

3.1. Protoplastos de N. occidentalis.

Para poner a punto el protocolo de aislamiento de protoplastos
de N. occidentalis se siguio el descrito por Navas-Castillo et al. (1997)
para N. benthamiana con algunas modificaciones. Se recolectaron
hojas jovenes totalmente expandidas de plantas de 4 semanas de
edad desde su transplante que se esterilizaron, sumergiéndolas en
una solucion de lejia (NaClO) 10% y Tween 20 1% (v/v) durante 10
min, se lavaron tres veces con agua estéril y se cortaron por el envés
con un bisturi en pequenas secciones de 1-2 mm perpendiculares al
nervio central de la hoja y a lo largo de toda ella. Las hojas cortadas
se incubaron en una solucion enzimatica que contenia celulasa 0.7%
(Onozuka Cellulase RS, Yakult Onza, Japan) y macerasa 0.5%
(Macerase Pectinase, Calbiochem, USA) en tampén MMC 0.45
[manitol 0.45M, MES (2-N-acido morfolino etano sulfénico) 5 mM y
CaCl2 10 mM, pH 5.8]. Los matraces se taparon y se incubaron
durante 14 h en oscuridad.

Tras la incubacion con la mezcla enzimatica, el contenido de los
matraces se filtr6 a través de una malla de acero inoxidable de 45 pm
de luz para eliminar las células no digeridas y los restos de tejido
vegetal. La mezcla filtrada se recogid en tubos de centrifuga estériles
de 10 ml con fondo cénico y se centrifugd a 700 rpm durante 5 min
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en una centrifuga Megafuge 1.0 (Heraeus Sepatech GmbH,
Germany). El sedimento se resuspendié en 2 ml de tampon MMC
0.45 y se depositd sobre un colchdn de sacarosa 0.47 M en tampon
MES 5 mM, pH 5.8. Tras una centrifugacion a 700 rpm durante 8
min, los protoplastos formaron una banda en la interfase de ambas
soluciones, se recogieron aspirandolos suavemente con una pipeta
Pasteur estéril y se depositaron en un nuevo tubo de centrifuga que
contenia 5 ml de tampon MMC 0.45. Después de dos lavados, los
protoplastos se resuspendieron en 10 ml de tampén MMC 0.45 y se
hizo un recuento utilizando una cdmara cuentaglobulos Fusch-
Rosenthal para determinar el rendimiento del aislamiento (ntimero
de protoplastos obtenidos por gramo de tejido).

3.2. Protoplastos de N. benthamiana.

El protocolo empleado para el aislamiento de protoplatos de N.
benthamiana fue basicamente el descrito en el apartado 3.1 con ligeras
modificaciones. Se emplearon hojas jovenes totalmente expandidas
de 3 semanas de edad desde su transplante. La solucién enzimatica
estaba compuesta por celulasa 1% y macerasa 0.8% en tampon MMC
0.6. Para la purificacion de los protoplastos se utilizéd un colchon de
sacarosa 0.5M en MES 5 mM, pH 5.8.

3.3. Protoplastos de cidro Etrog.

El protocolo empleado para el aislamiento de protoplastos de
cidro fue el descrito por Grosser y Chandler (1987) con algunas
modificaciones. Se recolectaron hojas jovenes en crecimiento que se
incubaron en 75 ml de una solucién enzimatica que contenia: celulasa
0.85%, macerasa 0.85%, pectoliasa 0.16% (Pectolyase Y-23, Kikkoman
Corporation, Japan), CaCl2 19.25 mM, NaH:PO: 2H20 0.8 mM, MES
6.25 mM, pH 5.8 y 25 ml de BH3 0.7 (Grosser y Gmitter, 1990). Los
matraces se taparon y se incubaron en agitacion (20 rpm) durante 16
h en oscuridad. Tras la incubacidn, las suspensiones filtradas se
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centrifugaron en tubos de centrifuga de 10 ml a 900 rpm durante 10
min. El sedimento se resuspendid en 2 ml de tampén MCPW 0.7
[BH3 0.7, IxCPW-A (KH2POs 0.02M, KNO:s 0.1M, MgSO4 7H20 0.1 M,
KI 0.1 mM y CuSOs 5H20 1uM), 1xCPW-B (1xCPW-A y CaCl: 2H-0O
0.1 M), y MES 6.25 mM].

Para el gradiente de manitol-sacarosa se emple6 una solucién de
sacarosa que contenia: sacarosa 0.5 M, 1xCPW-A, 1xCPW-B, y MES
6.25 mM. Tras una centrifugacion a 900 rpm durante 8 min, la banda
de la interfase se recogié en un nuevo tubo y se lavé dos veces con
tampon MCPW 0.7. Finalmente, se contd el niumero de protoplastos
obtenidos en una cdmara cuentaglébulos Fusch-Rosenthal y se
resuspendieron en tampén MCPW 0.7 para dejarlos a una
concentracion adecuada para la transfeccion.

4. Preparacion de indculos.

4.1. Purificacion de viriones.

Los viriones de CLBV se purificaron a partir de corteza de
brotes de kumquat Nagami infectados con el aislado SRA-153. Para
ello 40 g de tejido de corteza se pulverizaron con nitréogeno liquido
en un mortero y se incubaron con 160 ml de tampdén TACM [Tris-
HC1 50 mM, pH 8, acido ascdrbico 0.1% (p/v), cisteina 0.1% (p/v) y 2-
[ mercaptoetanol 0.5%(v/v)] en agitacion suave durante 15-20 min en
hielo. El homogenizado se filtr6 a través de tres capas de muselina y
el extracto crudo se clarific6 mediante centrifugaciéon a velocidad
creciente de 5000, 8000 y 12000 rpm (10 min cada una) en un rotor
Sorvall SS-34. El sobrenadante se recolectd y se ultracentrifugd a
225.000g durante 1 h y 15 min. El pellet obtenido se resuspendié en
500 pl de tampodn fosfato 40 mM pH 8.2 (Galipienso et al., 2000).
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4.2. Transcripcion in vitro.

Para la sintesis de transcritos de RNA in vitro en presencia o
ausencia de la estructura CAP se utilizaron 10 clones independientes
de la construccion T7-CLBV. Los plasmidos se linealizaron con la
enzima BamH 1, localizada en el extremo 3" de la secuencia del
genoma de CLBV, detrds de la cola poli-A. Las reacciones de
transcripcion se realizaron utilizando el estuche comercial
MEGAscript™ High Yield Transcription T7 Kit (Ambion) en un
volumen final de 20 pl que contenian 3 ug de plasmido linealizado,
tampon de transcripcion 1X, 40 U de T7 RNA polimerasa, ATP 75
mM, CTP 75 mM, UTP 75 mM y GTP 75 mM para las reacciones sin
CAP o GTP 15 mM + CAP 6 mM para las reacciones con esta
estructura. Como andlogo de la estructura CAP se utilizé m’(3"-O-
methyl)(5")Gppp(5')G ARCA (Anti Reverse Cap Analog) (Ambion),
que produce transcritos de RNA con la estructura CAP incorporada
en la orientacion correcta. Las mezclas de reaccion se incubaron
durante 4 h a 37°C y a continuacion se incubaron con 2 U de Turbo
DNasa libre de RNasas (Ambion) durante 30 min a 37°C para
eliminar el molde de DNA. Los transcritos se purificaron mediante
extraccion con fenol:cloroformo y posterior precipitacion con
isopropanol, se cuantificaron con el espectrofotometro NanoDrop®
ND-1000 (Nucliber) y se comprobd su integridad en un gel de
agarosa 1%.

4.3. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

Las construcciones con los mutantes del clon infeccioso IC-
CLBV vy las construcciones con los diferentes ORFs de CLBV se
utilizaron para transformar células competentes de A. tumefaciens
cepa COR 308 mediante electroporacion. Para ello, 10 ng de cada uno
de los plasmidos purificado a partir de E. coli se anadio a 40 pl de
células electrocompetentes de A. tumefaciens descongeladas
previamente en hielo. La mezcla se transfiri6 a una cubeta de
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electroporacion estéril y enfriada en hielo y se sometid a una
descarga eléctrica de 2.5 KV, con una resistencia de 200 €}, y una
capacitancia de 25uF utilizando el electroporador “ElectroCell
Manipulator (BTX)”. Las células se resuspendieron inmediatamente
en 1 ml de medio LB y permanecieron en agitacion durante 4 h a
28°C. Finalmente, la suspension celular se sembré en dos placas Petri
de LB suplementado con tetraciclina (5 mg/l) y kanamicina (50 mg/1).

5. Inoculacion de construcciones.

5.1. Inoculaciéon de protoplastos con viriones.

Para la transfeccion de protoplastos de N. occidentalis con
viriones de CLBV se mezclaron 200 pl de la suspension de
protoplastos  (0.6-1x10° protoplastos), 100 ul del extracto
semipurificado de viriones y 500 pl de solucion PEG 8000 30% (p/v)
(30% polietilenglicol disuelto en tampén MMC 0.45 (manitol 0.45 M,
MES 6.25 mM, CaCl210 mM) removiendo con una pipeta automatica
durante 20 s. Después se anadieron lentamente 5 ml de tampdn
MMC 0.45 y la suspension se incubo durante 5 min a temperatura
ambiente. La mezcla se centrifugo a 700 rpm durante 3 min y los
protoplastos se resuspendieron en 5 ml de tampén AOKI 0.45
[manitol 0.45 M, MES 6.25 mM, sales AOKI 1x (KH2PO: 0.2 mM,
KNOs 1 mM, MgSOs 1 mM, KI 1uM, CuSO4 0.1 uM, CaCl> 10uM), pH
6.5]. La suspension de protoplastos se volvio a centrifugar a 700 rpm
durante 3 min y se resuspendié en 1.5 ml de tampon AOKI 0.45
suplementado con antibidtico antimicético (1/200). Los protoplastos
transfectados se incubaron en placas de cultivo celular de 6 pocillos
recubiertos con agarosa 1% (p/v) disuelta en tampén MM 0.45
(manitol 0.45 M, MES 6.25 mM). Los protoplastos transfectados se
mantuvieron 5 dias en oscuridad a una temperatura de 28°C.

Para la transfeccion de protoplastos de N. benthamiana con
viriones de CLBV se emple6 el mismo protocolo detallado
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anteriormente, pero se usaron suspensiones con 1-1.5x10°
protoplastos y la concentracion de manitol utilizada en todos los
tampones fue de 0.6 M. En el caso de los protoplastos de cidro, en
cada transfeccion se emplearon suspensiones con 1-2x10°
protoplastos y el tampon empleado en todos los pasos fue el MCPW
0.7 (descrito en el apartado 3.3).

5.2. Inoculaciéon de protoplastos con transcritos.

Para la transfeccién de protoplastos con transcritos del genoma
completo del virus, se mezclaron 10 pg de los transcritos obtenidos
en el apartado 4.2 con 1 pl de Superfect® (Img/ml) (Quiagen) y 170
ul de tampon MMC 0.45 (para N. occidentalis), MMC 0.6 (para N.
benthamiana) o MCPW 0.7 (para cidro). La mezcla se agitd, se incubo
durante 30 min en hielo y se utiliz6 para transfectar los protoplastos
tal y como se indica en el apartado 5.1., pero utilizando PEG 1540
40% (p/v).

5.3. Inoculacién de plantas con transcritos.

Los transcritos del genoma completo del virus obtenidos a partir
de 4 clones independientes de la construccién T7-CLBV en presencia
de estructura CAP, como se indica en el apartado 4.2., se inocularon
mecanicamente a 4 plantas de N. benthamiana y cidro Etrog,
respectivamente. Las inoculaciones se realizaron en presencia o
ausencia de Lipofectina® (Invitrogen). La inoculacién en hojas de N.
benthamiana se realizd extendiendo 10 ul (10pg) de transcritos
purificados sobre la superficie de las hojas previamente
espolvoreadas con carborundo, mientras que para la inoculacién en
cidro se realizaron 25 cortes en la corteza del tallo con una cuchilla
mojada en la solucion de transcripcion.
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5.4. Inoculacién mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Los cultivos de A. tumefaciens (apartado 4.3.) transformados con
las construcciones descritas en los apartados 2.2. y 2.3. se utilizaron
para inocular plantas de N. benthamiana y N. benthamiana linea 16c,
respectivamente. Para ello, se aislaron colonias individuales de
células de A. tumefaciens transformadas con cada una de las
construcciones y se crecieron en 5 ml de medio liquido LB
suplementado con tetraciclina (5 mg/l) y kanamicina (50 mg/l)
durante la toda la noche a 28°C en agitacion (180 rpm). Una dilucién
1/100 de estos precultivos se utilizo para inocular 50 ml de medio de
induccion (LB, MES 10 mM, acetosiringona 20 uM vy tetraciclina 10
mg/l) que se incub6 en agitacion (180 rpm) a 28°C durante toda la
noche. Los cultivos inducidos se centrifugaron a 5000 rpm durante 15
min a temperatura ambiente y las células se resuspendieron en
medio de infiltracion (agua estéril, MgCl> 10 mM, MES 10 mM,
acetosiringona 150 uM) ajustando la concentracion a una ODew de 1y
se incubaron entre 3-5 horas a temperatura ambiente con agitacion
suave (20 rpm). En los experimentos donde se coinfiltraban dos
construcciones se hicieron mezclas 1:1 de las correspondientes
suspensiones bacterianas.

Finalmente, las suspensiones bacterianas se infiltraron en los
espacios intercelulares de las hojas de las plantas utilizando una
jeringa de 2 ml sin aguja. Las hojas se infiltraron por el envés
presionando suavemente la jeringa para evitar la perforacion del
tejido. Después de la infiltracion se elimino el exceso de suspension
bacteriana de la superficie de las hojas y las plantas continuaron
creciendo en las condiciones descritas en el apartado 1.1.
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6. Extraccion y purificacion de acidos nucleicos.

6.1. Extraccion de RNA total a partir de protoplastos.

Los protoplastos transfectados con viriones o con transcritos de
CLBYV (apartados 5.1. y 5.2.) se transfirieron a un tubo eppendorf y se
centrifugaron durante 1 min a 12.000 rpm. El pellet se resuspendié en
500 pl de tampon de lisis (Tris-Cl 50 mM, pH 9, EDTA 10 mM, NaCl
100 mM, SDS 2%) con ayuda del vortex y se realizaron dos
extracciones con 400ul de fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico 25:24:1
(V:V:V). Después de centrifugar 5 min a 12.000 rpm se recogid la fase
acuosa que contenia los acidos nucleicos, se mezcld con 3 volimenes
de etanol y 0.1 volumen de acetato sddico 3 M pH 5.2 y se incub6 a —
20°C durante toda la noche. Después de una centrifugacion a 12000
rpm durante 30 min, el sedimento que contenia el RNA se lavd con
etanol al 70% y se resuspendi6 en 25 ul de agua DEPC.

6.2. Extraccion de RNA total a partir de tejido agroinfiltrado.

Para extraer el RNA total a partir de tejido se utilizaron 100 mg
de hojas agroinfiltradas que se homogeneizaron en un mortero con
ayuda de nitrégeno liquido. A continuacidon se anadié 500 ul de
tampon de extraccion (Tris-HCl 0.2M, EDTA 0.05 M, NaCl 0.2 M,
SDS 0.2%) y 2.5 ul de 2-B mercaptoetanol y se incubd durante 5 min
en hielo. Luego se afnadio 500 ul de fenol/cloroformo/isoamilico
25:24:1 (V:V:V) y se centrifugé a 12000 rpm durante 10 min a 4°C. La
fase acuosa se recuperd y se extrajo de nuevo con 450 pl de
fenol/cloroformo/isoamilico 25:24:1 (V:V:V). El1 RNA se precipité con
etanol como se indica en el apartado 6.1. y se resuspendi6 en 25 ul de
agua DEPC.

6.3. Extraccion de RNAs de pequefio tamano (siRNAs).

El RNA total se extrajo a partir de 250 mg de hojas infiltradas
utilizando Tri-Reagent® y BCP® (1-bromo-3-cloropropano) (Sigma)
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siguiendo las instrucciones del fabricante. Para obtener las
preparaciones enriquecidas en siRNAs se empled el protocolo
descrito por Yaegashi (2007). Los RNAs de alto peso molecular se
precipitaron con una solucion de PEG 8000 al 5% (p/v) y NaCl 0.5 M
durante 30 min a 4°C. Los siRNAs contenidos en el sobrenadante se
precipitaron con 3 voliumenes de etanol al 96%, se resuspendieron en
25 ul de agua libre de RNasas y se cuantificaron por duplicado en el
espectrofotometro Nanodrop® ND-1000 (Nucliber).

7. Deteccion de acidos nucleicos.

7.1. RT-PCR.

Para detectar la presencia de CLBV en las plantas inoculadas se
utilizé la técnica de RT-PCR en un solo paso. Para ello, 1 pl de los
correspondientes extractos de RNA total se desnaturalizaron durante
5 min a 94°C y se afadieron a 24 pl de una mezcla de reaccién que
contenia Tris-HCl 20 mM, pH 8.4, KCl 50 mM, MgCl>3 mM, dNTPs
0.4 mM, 0.5 uM de cada uno de los cebadores especificos, 20 U de
transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen) y 1 U de Taq DNA
polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de reaccidon consistieron en
un ciclo de 45 minutos a 42°C para la sintesis del cDNA, un ciclo de 2
min a 94°C para inactivar la transcriptasa inversa y desnaturalizar el
cDNA, 40 ciclos de 15 s a 94°C, 15 s a 50°C y 30 s a 72°C para la
amplificacidn, seguidos de un ciclo de extension de 5 min a 72°C.

7.1.1. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes.

Los productos de PCR y los plasmidos purificados se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa 1% (p/V), aplicando una
corriente de 100 voltios durante 1 hora en tampoén IxTAE (40 mM
Tris-acetato pH 8.3, 1 mM EDTA). Los geles se tifieron utilizando una
solucion de bromuro de etidio en agua destilada (0.5 pg ml?) y los
productos de amplificacion se observaron en un transiluminador de
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luz ultravioleta. El tamano de los fragmentos amplificados se estimo
usando el marcador 1-Kb plus ladder (Invitrogen).

7.2. Deteccion mediante northern blot.

7.2.1 Preparacion de muestras.

Las muestras de RNA total (5ul) se mezclaron con 10 ul de
soluciéon desnaturalizante [0.1 ml MOPS 10X (acetato sédico 50 mM,
Na:EDTA 10 mM, MOPS 0.2 M, pH 7), 0.35 ml de formaldehido 37%,
1 ml de formamida), se desnaturalizaron durante 20 min a 70°C y se
enfriaron en hielo durante 2 min.

Las muestras de siRNAs se mezclaron con el mismo volumen de
solucion desnaturalizante [formamida desionizada 50%, glicerol 50%,
y azul de bromofenol 0.01% (p/V)], se desnaturalizaron durante 5
min a 95°C y se enfriaron en hielo durante 2 min.

7.2.2 Electroforesis en geles de agarosa en condiciones
desnaturalizantes.

El RNA de las muestras preparadas en el apartado 7.2.1. se
separd en geles de agarosa 0.9% (p/V) que contenian 5.1 ml de
formaldehido 37% y 10 ml de MOPS 10X en un volumen final de 100
ml. La electroforesis se realizé en tampon MOPS 1X a un voltaje
constante de 80-100 V durante 3.5 h.

7.2.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes.

Para el andlisis de los siRNAs se utilizaron geles de
poliacrilamida al 15% p/V con una relacién acrilamida:bisacrilamida
29:1 (Sigma) con urea 7 M y tampon TBE 0.5x (Tris 1 M, acido borico
0.9 M, EDTA 0.01 M, pH 8.3). La electroforesis se realizd en tampon
TBE 0.5% a una intensidad constante de 200 V durante 2-3 horas.
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7.2.4. Electrotransferencia de los RN As a membranas.

Los acidos nucleicos totales separados mediante electroforesis
en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes se transfirieron
a membranas de nylon cargadas positivamente (Roche), usando
tampon fosfato (Na2zHPOs 25 mM, NaH2POs 25 mM, pH 6.5) como
tampon de electrotransferencia y una corriente de intensidad
constante de 250 mA durante 1 hy 1 A durante 15 horas.

Las muestras enriquecidas en siRNAs separadas en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, se transfirieron a
membranas de nylon cargadas positivamente (Roche) usando TBE
como tampdn de electrotransferencia y aplicando una corriente de
250 mA durantel6 h.

Finalizada la transferencia, los acidos nucleicos se fijaron
covalentemente a las membranas de nylon mediante irradiacion con
luz ultravioleta (125 mJ/cm?).

7.2 5. Marcado de las ribosondas.

Para realizar los ensayos de hibridacion molecular tipo northern
blot se prepararon sondas de RNA marcadas con digoxigenina
mediante transcripcion in wvitro (Tabla 7). Las reacciones de
transcripcién se efectuaron en un volumen final de 20 pl que
contenian 2-3 pg de plasmido linealizado, NTPs (ATP 1 mM, CTP 1
mM, GTP 1 mM, UTP 6.5 mM, DIG-11-UTP 3.5 mM), tampon de
transcripcion 1X (Tris-HC1 0.04 M, pH 8, MgCl. 6 mM, DTT 10 mM,
espermidina 2 mM), 20 U de inhibidor de RNasa, 40 U de T7 o SP6
RNA Polimerasa (Roche) y agua DEPC. La mezcla de reaccion se
incub6 durante 2 h a 37°C. Posteriormente se afiadié 2 U de Turbo
DNasa libre de RNasas (Ambion) y se incubo durante 30 min con el
fin de degradar el molde de DNA. Para parar la reaccion se afiadio a
la mezcla 0.2 ul de EDTA 0.2 M y se incubé durante 5 min a 65°C.
Finalmente, el RNA se precipit6 con LiCl 7.5 M durante 1 h a -20°C.
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Plésmidody enzima RNA Identidad y polaridad del

empleado en su polimerasa .
linealizacion transcrito

pGEM CLBV/ Nco I! SP6 CLBV(-)

pGEM CLBV/ Not I! T7 CLBV(+)

pGEM GFP/ Apa I? SPé6 GFP(-)

Tabla 7. Plasmidos recombinantes utilizados para la sintesis de sondas de RNA
marcadas con digoxigenina.

IContiene la region de CLBV localizada entre los nucledtidos 7685 y 8044 del
gRNA.

2Contiene la secuencia del gen de la proteina GFP4.

7.2.6. Hibridacion.

Las membranas se prehibridaron durante una hora utilizando
una solucion compuesta por dodecil sulfato sodico (SDS) 0.02%,
formamida 50%, SSC 5x (SSC 20x, =NaCl 3.0 M, Citrato de sodio 0.3
M, pH 7.0), reactivo de bloqueo 2% (Roche Diagnostics) y N-
lauroilsarcosina  0.1%. Posteriormente, las ribosondas se
desnaturalizaron calentando a 95°C durante 10 min y se afiadieron a
la solucion de hibridacion ULTRAhyb Hybridization buffer
(Ambion) con la que se incubaron las membranas durante toda la
noche a 68°C para el analisis de RNAs totales o a 42°C para el analisis
de siRNAs. A continuacion las membranas se lavaron dos veces con
SSC 2x y SDS 0.1% a temperatura ambiente y dos veces con SSC 0.1x
y SDS 0.1% a 65°C para las membranas de RNAs totales o a 50°C para
las de siRNAs. Las membranas se revelaron utilizando el estuche
comercial Nucleic Acid Detection kit con el sustrato CPD-star (Roche
Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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8. Deteccion de GFP.

La fluorescencia verde de la proteina GFP se visualizo
iluminando las plantas de N. benthamiana con una lampara de luz
ultravioleta (UVP Black Ray® B-100AP High intensity) con una
longitud de onda de 365 nm y una potencia de 100 watt. Las
fotografias se realizaron con una cdmara de fotos NIKON digital D-
200, un objetivo de 60 mm (Micronikkor AF-S) y un filtro para la luz
UV (B+W).
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Se ha obtenido un clon infeccioso de cDNA del genoma completo
de CLBV bajo el promotor T7 de la RNA polimerasa del fago
lamba y se pusieron a punto protocolos para el aislamiento de
protoplastos de N. benthamiana, N. occidentalis y cidro Etrog.

2. CLBV replico en protoplastos de las tres especies inoculadas con
viriones purificados, aunque a un nivel muy bajo. La méxima tasa
de replicacién se detectd en protoplastos de N. benthamiana, a pesar
de no ser un huésped natural del virus.

3. La transfeccion de protoplastos con transcritos de RNA de CLBV
produjo una acumulacién viral inferior a la detectada al inocular
viriones y ésta sélo se pudo detectar en protoplastos de N.
benthamiana, mientras que la inoculacion mecanica directa en
plantas de cidro Etrog o de N. benthamiana con transcritos de CLBV
fue infructuosa, lo que sugiere que el RNA del virus no es un
inoculo eficiente.

4. Se ha desarrollado un sistema genético eficiente para caracterizar
el promotor del RNA subgendmico de la capsida (CP-sgRNA) de
CLBV in vivo mediante agroinoculacion de hojas de N. benthamiana
con un clon de cDNA del genoma completo del virus.

5. El mutante del clon infeccioso de CLBV en el que se introdujo un
coddn de parada en el gen de la proteina de movimiento del virus
fue capaz de multiplicarse pero no de moverse.

6. El mutante del clon infeccioso en el que se introdujo un codén de
parada en el gen de la proteina de cdpsida fue capaz de
multiplicarse, aunque el RNA viral (gRNA y los dos sgRNAs ) s6lo
se acumul6 hasta 12 dpi y luego la planta lo elimind posiblemente
por activacion del mecanismo de silenciamiento génico
postranscripcional.
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7. La posible secuencia promotora del CP-sgRNA de CLBV se
localizé entre los nucleotidos -67 y +50 con respecto al inicio de
transcripcion, por lo tanto seria suficiente una region nucleotidica
igual o inferior a 117 nt para controlar la sintesis de dicho RNA
subgenomico.

8. Los mutantes en los que se suprimieron segmentos de la secuencia
comprendida entre el inicio de traduccion del gen de la capsida y
el inicio de transcripcion del CP-sgRNA indujeron wuna
acumulacion creciente de dicho sgRNA a medida que los
segmentos suprimidos eran mayores, sugiriendo que esta
secuencia podria modular negativamente la transcripcion del CP-
sgRNA.

9. Las mutaciones del primer y segundo nucledtido del motivo
GAAAAG, conservado en el extremo 5 del gRNA y de los dos
sgRNAs 3" coterminales de CLBV, indujeron una disminucion
drastica en la acumulacion del CP-sgRNA, mientras que la
supresion de una A o las mutaciones de la G (+6) no alteraron
dicha acumulacion. Esto sugiere que los dos nucleotidos iniciales
juegan un papel importante en el reconocimiento por la polimerasa
del virus, mientras que los siguientes no son esenciales para la
transcripcion de dicho sgRNA.

10. Se ha identificado la proteina de movimiento (MP) de CLBV
como supresora del silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS). Esta proteina se comportdé como un supresor del
silenciamiento débil al compararlo con proteinas supresoras del
PTGS de otros virus con actividad conocida.

11. La MP de CLBV fue capaz de suprimir el PTGS a nivel
intracelular pero no fue capaz de bloquear la sefial de
silenciamiento célula a célula ni a larga distancia.
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