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ABSTRACT

So far, Caenorhabditis elegans has been used as model organism in many different fields of
study, but seldom used as experimental host in virology studies. The present work seeks to
evaluate the potential of the nematode to support the replication of the thrip-transmitted
plant ambisense ssRNA virus Tomato spotted wilt virus (TWSV; genus Tospovirus, family
Bunyaviridae). The choice of this phytopathogenic virus is due to its ability to persistently
replicate inside its thrips vector. In order to test TSWV infectivity, several strains of C.
elegans were inoculated with plant extracts infected with the strain PVR of the virus. Along
with the wild type nematode strain N2, which is commonly used in the laboratory, the
JU1580 and RB2519 strains were also evaluated. These two strains are deficient in the RNA
interference (RNAi) machinery, which plays an essential role in the antiviral response of the
worm. A reduction in lifespan and an increase in mortality were observed in worms treated
with virus-containing plant extracts in comparison with worms treated with extracts from
healthy plants, suggesting that TSWV might replicate inside the nematode with a
concomitant virulence. This effect is stronger in RNAi-deficient strains JU1580 and RB2519
than in wild type N2. To confirm this point, an qRT-PCR protocol is being optimized and
applied. The capacity of TSWV successfully infecting C. elegans opens a wide range of
possibilities for the study of host-virus interactions: (i) from the evolution of host-range in
RNA viruses, to (ii) the establishment of the molecular mechanisms driving this novel host-
virus interaction and to (iii) the interplay between viral infection and cell differentiation
and organismal development, among many others.

Key words: Arbovirus; Caenorhabditis elegans; Phytopathogen; Host range; Tomato
spotted wilt virus.




RESUMEN

Hasta el momento, Caenorhabditis elegans se ha utilizado como organismo modelo en
diferentes campos de estudio, pero rara vez se utiliza como huésped experimental en los
estudios de virologia. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el potencial del
nematodo para replicar un virus de planta de ssRNA ambisentido transmitido por trips:
Tomato spotted wilt virus (TWSV, género Tospovirus, familia Bunyaviridae). La eleccion de
este virus fitopatégeno se debe a su capacidad para replicarse persistentemente dentro de
su vector trips. Para probar la infectividad de TSWV, se inocularon varias cepas de C.
elegans con extractos de plantas infectadas con la cepa PVR del virus. Junto con la cepa
salvaje N2 del nematodo, que se utiliza cominmente en el laboratorio, se evaluaron
también las cepas JU1580 y RB2519. Estas dos cepas son deficientes en la maquinaria de
interferencia de RNA (RNAI), que juega un papel esencial en la respuesta antiviral del
gusano. Se observoé una reduccion de la esperanza de vida y un aumento de la mortalidad
en gusanos tratados con extractos vegetales que contenian virus en comparaciéon con
gusanos tratados con extractos de plantas sanas, lo que sugiere que TSWV podria replicarse
dentro del nematodo con una virulencia concomitante. Este efecto es mas fuerte en las
cepas deficientes en el sistema de RNAi (JU1580 y RB2519) que en la N2 de tipo salvaje.
Para confirmar este punto, se optimizd y aplicé un protocolo de gRT-PCR. La capacidad de
TSWV de infectar con éxito C. elegans abre una amplia gama de posibilidades para el
estudio de las interacciones huésped-virus como: (i) la evolucién de la gama de huéspedes
en los virus de RNA, (ii) el establecimiento de los mecanismos moleculares que permiten
esta nueva interaccion huésped-virus vy (iii) la interaccién entre mecanismos de la infeccion
viral, la diferenciacidn celular y el desarrollo de organismos, entre muchos otros.

Palabras clave: Arbovirus; Caenorhabditis elegans; Fitopatégeno; Gama de huéspedes;
Tomato spotted wilt virus




ABREVIATURA

DNA: 4cido desoxiribonucleico

dpi: dias post-inoculacién

dsRNA: RNA de doble cadena

miRNA: microRNA

mRNA: RNA mensajero

NGM: medio de crecimiento de nematodos (nematode growth medium)
nt: nucledtido

pb: par de bases

PGTS: mecanismo de silenciamiento a nivel post transcripcional.
RdRp: RNA polimerasa RNA-dependiente

RNA: 4cido ribonucleico

RNAi: RNA de interferencia

RNAt: RNA total

RT: temperatura ambiente.

siRNA: RNA de interferencia corto

sRNA: RNA ribosémico

ssRNA: RNA de cadena sencilla

TGS: mecanismo de silenciamiento a nivel transcripcional.
TWSV: Tomato spotted wilt virus

v: sentido complementario del virién

vc: sentido del viridn




1.INTRODUCCION

1.1. Un mundo microscépico: los virus

Los virus son agentes infecciosos que constan de un dacido nucleico (DNA o RNA)
monopartito o fragmentado, circular o lineal, de cadena sencilla (ss) o doble (ds), y que se
encuentra rodeado por una cubierta formada por una o varias proteinas. Son entidades
con replicacion auténoma, capaces de transmitir su genoma de una célula a otra
parasitando la maquinaria enzimatica del hospedador para su multiplicacién intracelular y
transmision entre células huéspedes.

Fueron descubiertos a finales del siglo XIX, pero no se reconocieron como agentes
infecciosos hasta mediados del siglo XX. En 1892, D. Ivanowski descubrid, investigando la
enfermedad del mosaico del tabaco (reproducida experimentalmente seis afios antes por
Mayer), que el agente causal de ésta podia pasar a través de un filtro que retenia las
bacterias. Gracias a este experimento, la comunidad cientifica descubre que se enfrenta a
un agente desconocido al que M. W. Beijerinck denomina en 1989 microorganism
contagium vivum fluidum, expresidn de la que deriva el término actual de virus. No seria
hasta 1956 cuando A. Gierer y G. Schramm demostraron por primera vez que el RNA
desnudo era el agente infeccioso de la enfermedad (Fields et al. 2001).

Desde su descubrimiento, los virus han sido y son de vital importancia para el desarrollo de
disciplinas cientificas como la Biologia Molecular, la Biomedicina o la Genética, asi como de
nuevas tecnologias aplicadas en las mismas: gracias a los virus A. Hershey y M. Chase
discernieron que el DNA era el responsable de la transmisién de la informacion genética. A
los virus también les debemos la reformulacidn, en su momento, del dogma central de la
Biologia Molecular como consecuencia del descubrimiento por H. Temin y D. Baltimore de
la transcriptasa reversa. Otro ejemplo en el que los virus propiciaron avances, es el
desarrollo inicial de la ingenieria genética, ya que los virus aportan como organismos
modelo unos genomas pequefios y mucho mas sencillos de manipular en el laboratorio que
el de, por ejemplo, las bacterias.

1.1.1 Generalidades

Aunque los virus son generalmente conocidos por su patogenicidad, es decir por su
capacidad de inducir enfermedades en los huéspedes que infectan, la mayoria de ellos
coexisten de manera inofensiva con su huésped sin causar ninguna enfermedad, son
asintomaticos o causan infecciones latentes. De hecho, los virus infectan todo tipo de
organismos, desde plantas a animales, bacterias, arqueas y a otros virus (viréfagos). De ahi
la importancia de los virus como motor evolutivo entre especies, ya que actldan como




medio importante en la transferencia horizontal de genes, lo cual incrementa la diversidad
genética e impulsa la evolucién tanto de los huéspedes virales como del viroma (Suttle
2007).

Ademas, los virus son los organismos mas abundantes y diversos del planeta. Segun el
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) existen 3704 especies distintas de
virus en la actualidad, un nimero que no ha dejado de aumentar con el tiempo (Tabla. 1).

Tabla 1. Diversidad virica segun el ICTV en el 2005 y en el 2015.

Ao | Informe Ordenes | Familias | Subfamilias | Géneros | Especies

2015 | ECA47, London, UK, |7 111 27 609 3704
July 2015

2005 | ICTV 8th Report 3 73 11 289 1899
(MSL #23)

Pero al hablar de virus, debemos de hablar de quasiespecies: poblaciones de variantes de
secuencia distintas del virus que difieren en una o pocas posiciones nucleotidicas y que
estan estrechamente relacionadas genéticamente. De esta forma, no existe un genoma
definido de modo preciso sino un genoma consenso que seria el promedio de variantes de
la poblacién viral (Domingo 2002). Esta poblacidn, se veria sometida a los principales
factores de evolucién como la mutacidn, seleccién natural, deriva genética, recombinacién
o flujo genético. Por otra parte, la alta capacidad de los virus para adaptarse a nuevos
ambientes y evolucionar rapidamente radica en la elevada variabilidad genética de sus
poblaciones.

De hecho, una caracteristica comun de los virus es su alta tasa de mutacion: se ha estimado
una tasa de error de entre 10y 107 errores por nucledtido para los virus de RNA, siendo
ésta mayor que para los virus de DNA (entre 1078y 107 errores por nucleétido) (Sanjuan et
al. 2010). Esta alta tasa de mutacién multiplica su efecto en genomas tan compactos como
los que suelen presentar los virus: sus pequefios genomas con diversos marcos abiertos de
lectura y genes multifuncionales son extremadamente sensibles a mutaciones deletéreas.

Por otra parte, los virus muestran una gran diversidad en tamafo y forma, siendo frecuente
la utilizacion del sistema de Baltimore para clasificarlos (Fig. 1). Este sistema clasifica los
virus segun la estructura y composicion del genoma viral, reflejando su forma de replicacion
y empaquetado. Asi, la clasificacidn se basa en que cada genoma viral tiene que crear un
mMRNA para que pueda ser traducido por los ribosomas del hospedador.


http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?msl_id=30
http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?msl_id=23
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Fig. 1. Sistema de Baltimore para la clasificacion de los virus (http://viralzone.expasy.org/)

1.1.2 Virus de plantas

Entre los virus conocidos hasta el momento, existen mds de 2000 especies de virus que

infectan plantas englobados en 21 familias y 8 géneros. Algunas de estas especies virales

causan dafos y cuantiosas pérdidas econdmicas anualmente en cultivos muy importantes

para la humanidad (Hull, 2011). Por ello, el estudio de los virus de plantas es de gran

relevancia econdmica, social y cientifica, permitiendo su estudio el avance de la ciencia en

diversos campos (Tabla 2).

Tabla 2. Principales descubrimientos empleando la virologia de plantas que han sido pioneros
en ciencia (Fields et al. 2001).

Descubrimiento Virus Aho
Virus es un agente filtrable ™V 1892
Virus es un agente filtrable nuevo y no es una bacteria ™V 1898
Estructura quimica de los virus: proteina cristalina ™V 1935
Virus es una proteina con pequefas cantidades de carbohidratos y TMV 1936
fosforo.

Microscopia electrénica de particulas virales TMV 1939
Cristalografia de rayos X de particulas virales TMV, TBSV | 1941



http://viralzone.expasy.org/

Autoensamblaje de un virién TMV 1955

RNA viral desnudo puede ser infeccioso ™V 1956
RNA subviral circular e infeccioso (viroide) PSTVd 1971
Secuenciacidn completa del genoma de un patdgeno de eucariota PSTVd 1978
Estructura de resolucién atémica de un virus icosaédrico TBSV 1978
Transcritos infecciosos de un genoma clonado de un RNA virus BMV 1984
Mecanismos de sintesis de mRNA subgendmico por una cadena BMV 1985

positiva de RNA virus

Ingenieria genética de resistencia a un patégeno TMV 1986
Ribozimas con dianas en gen STobRV 1988
Resistencia a virus mediante RNAI trasngénico TEV 1993
Deriva ribosémica CaMVv 1993
Resistencia natural a virus mediada por RNA TBRV 1997
Supresidn viral del sistema de resistencia RNAi TEV 1998
Pequefios RNAs intervienen en el RNAI PVX 1999
Estructura de resolucidn atdmica de un supresor del silenciamiento | TBSV 2003

TMV: Tobacco mosaic virus / TBSV: Tomato bushy stunt virus / PSTVd: Potato spindle tuber viroid / BMV:
Brome mosaic virus | STobRV: Satellite tobacco ringspot virus / TEV: Tobacco etch virus / CaMV:
Cauliflower mosaic virus / TBRV: Tomato black ring virus / PVX: Potato virus X

La mayoria de los virus de plantas necesitan un vector para ser transmitidos de un
organismo vegetal a otro. Normalmente este vector es un insecto, pero se ha demostrado
gue diversos organismos como hongos y nematodos también actian como vectores.
Actualmente, sabemos que especies de los géneros Nepovirus y Tobravirus utilizan
nematodos como vectores (Lamberti y Roca 1987). El nematodo puede adquirir un virus de
este tipo, dependiendo de su forma de alimentarse, en periodos de unas pocas horas o de
varios dias. Una vez adquirido el virus (aunque éste no se replique en su interior) puede ser
retenido en el nematodo hasta un ano, tiempo durante el cual puede transmitirlo
(transmisidn persistente no propagativa).



1.1.3 Silenciamiento génico mediado por RNA

Como respuesta frente a patégenos, y en concreto frente a la infeccidn viral, las plantas
inducen mecanismos de defensa elaborados y eficientes. Uno de los mecanismos
moleculares se basa en el silenciamiento génico mediado por RNA. Este proceso esta
mediado por RNA de interferencia (RNAi) que se complementa con un RNA transcrito
promoviendo la degradacién de éste y reduciendo sus niveles de traduccion. Los RNAi son
moléculas de dos tipos distintos: RNA de interferencia corto (siRNA) y microRNA (miRNA),
gue son RNAs altamente estructurados con porciones de doble cadena. Estas dos
moléculas se generan a partir de mondmeros de RNA de doble cadena (dsRNA) derivados
de transcritos enddégenos (miRNAs) o exdgenos (siRNAs) (Krulko et al. 2009), que son
fragmentados por enzimas tipo DICER (una ribonucleasa perteneciente a la familia de las
RNAasas de tipo Ill) en fragmentos pequeiios, entre 17-25 nucleétidos (Ricafio et al. 2014).

Este mecanismo de defensa puede actuar a nivel transcripcional (TGS) o post
transcripcional (PGTS) (Martinez de Alba et al. 2013).

El TGS se da en el nucleo de la célula y provoca el silenciamiento de genes por la metilacion
(adicién de un grupo —CHs) de dichos genes. Este proceso de metilacion promovido por el
RNAI altera la eucromatina convirtiéndola en heterocromatina. De esta forma se impide el
acceso de la maquinaria transcripcional, lo que conlleva a la no expresién de los genes.

En el PGTS la molécula efectora es el multicomplejo RISC, formado por un complejo
enzimatico con actividad nucleasa y el siRNA, que funciona como determinante especifico.
El nucleo de RISC estd formado por proteinas pertenecientes a la familia argonauta (AGO).
RISC se encarga de la degradacién del RNA a través de su actividad helicasa: separa las dos
hebras del siRNA, permaneciendo sdlo una de ellas unida al complejo. Estando activado el
complejo RISC el objetivo de la degradacion son los RNA mensajeros homélogos a dichos
siRNAs. Este proceso post transcripcional cuenta con una etapa de amplificacion en plantas
gracias a la intervencidon de una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) que se
encarga de producir copias del RNA que origind el silenciamiento o directamente de
replicar los siRNA producidos como respuesta. Este siRNA es ademds la molécula
sospechosa de llevar la sefial de silenciamiento desde el punto donde se origind el
silenciamiento hasta otros tejidos, provocando el desencadenamiento del silenciamiento
en tejidos lejanos a su origen.

1.2 La enfermedad del bronceado del tomate y su agente causal: Tomato spotted wilt virus

La enfermedad del bronceado del tomate fue descrita por primera vez en 1919 en cultivos
de tomate en Australia (Brittlebank 1919). Seria en el afio 1930 cuando el equipo de G.
Samuel determina que el agente etioldgico de esta enfermedad es un virus, al que se
denomindé Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Samuel et al. 1930).



En 1931 fue descrito en Estados Unidos y en Canadd, y mds tarde ese mismo afio se
encontrd en Reino Unido. No seria hasta 1987 cuando la propagacion se extendio a otros
paises europeos como Francia, Holanda, Italia y Espafia, provocando grandes dafios y
pérdidas de cosechas enteras en la Costa Mediterrdnea (Rosell6 et al. 1996).
Recientemente, ha sido detectado en Oriente Medio y en Extremo Oriente (Pappu et al.
2009). Asi el TSWV que era un virus comun en los paises de Occidente se ha propagado
gradualmente a nivel mundial a regiones templadas, tropicales y subtropicales (Fig. 4).

1]

)
@

Y

Fig. 4. Distribucién mundial del TSWV: se han marcado los paises en los cuales se ha detectado
el virus. (Fuente: http://www.plantwise.org/).

1.2.1 Sintomatologia y rango de huéspedes del TSWV

Los sintomas causados por este virus en las plantas que infecta son diversos e incluyen:
manchas anulares, rayas negras en los peciolos o tallos, manchas necrdéticas en las hojas,
epinastia severa y muerte regresiva en la punta, asi como la pérdida del valor comercial de
los frutos (Koike et al. 2007) (Fig. 5). Esta sintomatologia es variable y depende de diversos
factores como el aislado viral, la especie hospedadora, su genotipo e incluso de factores
ambientales como la temperatura. La gama de huéspedes vegetales susceptibles de ser
infectados con este virus es muy numerosa (mas de 900 huéspedes) y diversa: tomate
(Solanum lycopersicum), Nicotiana benthamiana, pimiento (Capsicum annuum), cacahuete
(Arachis hypogaea) o patata (Solanum tuberosum) (Peters 1998).


http://www.plantwise.org/
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Fig. 5 Sintomas de TSWV en la hoja (a) y el fruto (b) de tomate y en la hoja (c) y fruto de
pimiento.

Este virus es responsable de elevadas pérdidas anuales en las cosechas al causar graves
dafios en los cultivos, teniendo huéspedes de elevada importancia agrondmica: TSWV es
uno de los diez virus de plantas mds destructivos, provocando a nivel mundial pérdidas de
mil millones de ddlares cada afio (Adkins 2000). Ademas, es un virus con gran capacidad de
adaptacidn a nuevos huéspedes y que causa virosis emergentes al generar nuevos aislados
capaces de superar las resistencias utilizadas en los cultivos comerciales (Aramburu et al.
2003; Lopez et al. 2011).

Ademads de su importancia en la agricultura, TSWV es el modelo principal de los tospovirus.
El género Tospovirus pertenece a la familia Bunyaviridae, que posee un amplio rango de
huéspedes: infecta mas de 550 especies de plantas superiores, tanto mono como
dicotileddneas, que representan mas de 60 familias botanicas (Sether 1992). De entre ellas,
mas de 100 especies que pertenecen a familias de importancia agronémica como las
Solanaceae, Compositae y Leguminosae (Peters 1998), se ven ampliamente afectadas por
infecciones de tospovirus.
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1.2.2 Organizacidn genomica del género Tospovirus: el TSWV como miembro tipo

Entre los virus de plantas, los tospovirus, parecen tener una organizacién gendmica Unica
(Fig. 6). Su genoma es tripartito y esta constituido por tres fragmentos de RNA de cadena
sencilla: el fragmento S (small = pequeiio) de 2916 nt, el fragmento M (medium = mediano)
de 5200 nt y el fragmento L (large = grande) de 8897 nt. Los RNA virales son encapsidados
por la proteina de la nucleocaspide (N) para formar los complejos de ribonucleoproteina
(RNP). Las RNP se asocian con la RdRp, y son empaquetadas en la envoltura lipidica. Las dos
glicoproteinas, Gn y Gc, cubren la superficie del virion y atraviesan la membrana. Las
glicoproteinas atraviesan la bicapa lipidica y se ha demostrado que las colas citoplasmaticas
interactuan con la proteina N (Rotenberg et al. 2015).

Gc protein
Gn protein

L protein

Lipid envelope

Fig. 6. Representacidon esquematica de un viridn de tospovirus (Rotenberg et al. 2015).

En el TSWV el segmento L tiene polaridad negativa mientras que el My el S codifican en los
dos sentidos. La funcién gendmica (Fig. 7) es la siguiente: la RdRp esta codificada en el
segmento L en el sentido complementario del virion (vc, negativo), la proteina de
movimiento célula a célula (NSm) y los precursores de las glicoproteinas G1-G2 se codifican
en el segmento M, en el sentido del virién (v) la primera y en el sentido vc las segundas,
mientras que el segmento S codifica en el sentido v la proteina NSs (implicada en la
supresion del silenciamiento génico de RNA) y en el sentido vc la proteina N (proteina
estructural de cubierta que encapsida el RNA viral) (Aramburu et al. 2007).
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Fig. 7. Organizacidn gendmica de TSWV con la funcién anotada de cada gen.

1.2.3 Modo de transmision de los tospovirus

Aunque los tospovirus pueden transmitirse mecanicamente en el laboratorio, en la
naturaleza sélo se transmiten de planta a planta a través de diversas especies de trips (del
orden Thysanoptera, del suborden Terebrantia y dentro de ese suborden, de la familia
Thripidae).

TSWV es transmitido por varias especies de trips pero su vector principal es Frankliniella
occidentalis (Orden: Thysanoptera, Familia: Thripidae). Este trip disemina el virus y resulta
de interés porque se ha demostrado que es de los pocos virus capaces de replicarse en el
vector (transmisidn persistente circulativa o propagativa), siendo ademas el modelo del
patosistema tospovirus-trips (Rotenberg et al. 2015). La transmisién de tospovirus por trips
tiene varias caracteristicas inusuales. Sélo las primeras y segundas fases larvarias pueden
adquirir el virus (Fig. 8) y la competencia para adquirirlo disminuye con la edad de las larvas.
TSWV puede ser adquirido o transmitido por ninfas de F. occidentalis en periodos de
alimentacion (adquisicién) de tan sélo 5 minutos. Aunque los trips puedan retener la
infectividad de por vida su capacidad de transmitir el virus puede ser erratica. Una vez
adquirido, el periodo de latencia del virus varia con la temperatura, durando entre 84 horas
a 27 °C o prolongarse hasta 171 horas a 202C (Hull 2011).

12



Adulto
(Varios dias)

Huevecillo

\ (4-8 dias)

Trips
Frankliniella spp.
(Duracién total: 10-21 dias)

/ Ninfa

(4-7 dias)

Pseudopupa
(2-6 dias)

Fig. 8. F. occidentalis y su ciclo bioldgico.

1.3 Los organismos modelo

Se considera que un organismo modelo es aquella especie facil de mantener, manipular y
reproducir en un entorno controlado en un centro de investigacidn, teniendo ciertas
ventajas experimentales que la conviertan en una especie que puede ser ampliamente
estudiada.

Los organismos modelo son una potente herramienta experimental para investigar y
comprender una gran diversidad de procesos bioldgicos, ademas de ser necesarios para
investigar las causas, diagndstico y tratamiento de multiples enfermedades. Asi, esta clase
de especie modelo nos permite obtener informacidén que poder extrapolar a otras especies
relacionadas con las que resulta mas dificil o imposible experimentar.

Ya a finales del siglo XIX, con los primeros trabajos sobre la seleccion natural y la herencia
genética, comenzd a hacerse necesaria la busqueda de estdndares para comparar
organismos. Estos estandares fueron introduciéndose a lo largo del siglo XX cuando los
primeros organismos modelo comenzaron a usarse en los laboratorios. A principios del
siglo XX, Drosophila melanogaster entrd en los laboratorios y abrié las puertas a otras
especies modelo como el virus del mosaico del tabaco (TMV), Escherichia coli, etc. (Muller
y Grossniklaus 2010). En la actualidad, la cantidad de organismos modelo disponibles es
mayor y mas diversa (Fig. 9).
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Fig. 9. Principales organismos modelo utilizados en la actualidad.

En la actualidad, el nimero de recursos disponibles para este tipo de organismos se ha
multiplicado recientemente gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacién y en
la bioinformatica, disponiendo ya de amplia y diversa informaciéon sobre estos organismos
en la propia web (Tang et al. 2015).

En este sentido, la mayor base de datos disponible para el nematodo Caenorhabditis
elegans es WormBase (www.wormbase.org), que contiene informacién que va desde la

secuencia y el fenotipo de los alelos individuales, hasta los estudios del genoma obtenidos
mediante tecnologias de secuenciacidon de préxima generaciéon. Ademads de una gran
cantidad de informaciéon sobre su biologia, se pueden encontrar también numerosas
herramientas y protocolos para la experimentacién con el gusano (Harris et al. 2013).

1.3.1 C. elegans: un modelo experimental tnico

C. elegans es un nematodo de la familia Rhabditidae que en la naturaleza coloniza habitats
ricos en microorganismos de los que se alimenta, siendo su principal fuente de alimento
las bacterias (Félix y Braendle 2010). Este nematodo presenta dimorfismo sexual. La mayor
parte de la poblacién es hermafrodita (XX) lo que resulta util para mantener la linea
homocigota, mientras que el 0,2% son machos (X0) que favorecen la variabilidad genética.

Tras los trabajos iniciales de E. Maupas a principios del siglo XX sobre la reproduccion y
desarrollo de C. elegans, y de V. Nigo a mediados de siglo, los experimentos llevados a cabo
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por S. Brenner y sus colaboradores en las décadas de 1960 y 1970, consiguieron elevar a
este organismo al estatus de organismo modelo (Frézal y Félix 2015). Brenner, fundador de
las investigaciones modernas en C. elegans, probé también a experimentar con diversos
protistas y animales, llegando incluso a trabajar con otra especie de nematodo,
Caenorhabditis briggsae, aunque ésta era mas dificil de cultivar. La importancia de estas
investigaciones se vio reconocida con la concesidn en 2002 del premio Nobel de Medicina
y Fisiologia para S. Brenner, J. E. Sulston y R. Horvit, por sus trabajos sobre la muerte celular
programada y el establecimiento de C. elegans como modelo animal para el estudio de éste
y otros procesos relevantes y fundamentales del desarrollo (nobelprize.org).

El uso de C. elegans en el laboratorio se ha extendido debido a que las investigaciones
cientificas se ven facilitadas por sus inusuales caracteristicas: reducido tamafo (apenas 1
mm), transparencia, corto tiempo de generacidon y facil cultivo. Por ejemplo, la
transparencia permite el uso de muchas herramientas biotecnoldgicas basadas en
fluorescencia con la observacion directa de los gusanos. Otra gran ventaja es que posee un
corto ciclo de vida de 21 dias (Fig. 10), lo que permite obtener resultados en un periodo de
tiempo menor que con otros organismos (de 2 a 5 afos en ratones, por ejemplo). Trabajar
con este organismo implica también una mayor robustez estadistica en los ensayos, al
poder emplear grandes cantidades de individuos sin requerir un gran espacio o
instalaciones especiales.

Los recursos genéticos en esta especie son asombrosos: se dispone de un genoma
secuenciado en su totalidad que comparte una homologia de casi un 70% con el humano y
la coleccion de mutantes disponibles es inmensa y facil de obtener. Esto supone un elevado
valor afladido al uso de esta especie como modelo, por ejemplo, para el estudio de muchas
enfermedades humanas dificiles de investigar: el 40% de los genes relacionados con
enfermedades humanas se encuentran presentes en el nematodo.

Otra caracteristica que facilita los estudios biolégicos en el nematodo es el reducido
numero de células que lo conforman: 959 células somaticas formando érganos y sistemas
simples (1031 en el caso de los machos, X0) que unido a la transparencia del gusano facilita
los estudios de desarrollo. De entre estas células, 302 (381 en los machos) son neuronas
gue conforman un sistema nervioso primitivo que permite realizar también estudios de
comportamiento. C. elegans tiene respuesta sensitiva al tacto, al sabor, olor y a la
temperatura, ademds de otros comportamientos complejos: apareamiento,
comportamiento social, aprendizaje y memoria (Rankin 2002). En este sentido, estan
siendo utilizados como modelo para estudios de patologias de la conducta humana o
enfermedades de degeneracidén neuronal entre otras.
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Fig. 10. A. Ciclo de vida de C. elegans a 253C. El tiempo 0 se considera el momento de la fertilizacién.
Los niumeros amarillos en las flechas indican el tiempo que el gusano se encuentra en cada estadio.
Modificado de Altun y Hall (2012). B. Micrografias de huevos, estadios larvales y adultos. Modificado
de Fielenbach y Antebi (2008).
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Cabe destacar que C. elegans no presenta problemas éticos en los proyectos pues
legalmente no es considerado un animal (RDL 1201/2005, de 21 de octubre de 2005)

Todas estas ventajas permiten que C. elegans pueda ser empleado en diversos campos de
investigacion como el estudio de la obesidad (Martorell et al. 2016), la diabetes (Zhu et al.
2016), el envejecimiento (Luyten et al. 2016) o el Alzheimer (Kumar et al. 2015).

El nematodo ha sido propuesto desde hace afios como organismo para el estudio de
infecciones microbianas con el fin de conocer los mecanismos de infeccidn y el desarrollo
o busqueda de tratamientos contra éstas (Strauss 2000). Sin embargo, no ha sido hasta los
ultimos afos (Marsh y May 2012) cuando se ha observado que el nematodo también es
susceptible a patdégenos humanos (hongos y bacterias). Desde entonces, sus genes vy
mecanismos de defensa han sido identificados y caracterizados, compartiendo éstos una
fuerte homologia con los de otras especies, lo que sugiere un origen evolutivo comun
(Irazoqui et al. 2010).

1.4 C. elegans y virus

El principal sistema de defensa antiviral de C. elegans es el mediado por RNAi. Aunque este
mecanismo del nematodo es similar al descrito en otros eucariotas, en el gusano también
interviene en procesos fisiolégicos ademas de en la defensa frente a patdgenos (Ashe et al.
2013).

Este fuerte sistema de silenciamiento unido a las barreras fisicas y a comportamientos de
huida frente a moléculas microbianas, es responsable de que C. elegans dificiimente se
infecte con virus de forma natural, por lo que los estudios realizados sobre posibles
infecciones virales (Anexo 1) son muy escasos (Diogo y Bratanich 2014). La fortaleza del
mecanismo de RNAi en el gusano es tal, que el primer virus cuya replicacién se ha descrito
en C. elegans en condiciones naturales ha sido el del virus de Orsay, descubierto en la cepa
C. elegans JU1580, que curiosamente es deficiente en el sistema antiviral de RNAI. Este
virus se descubrid tras analizar nematodos con anomalias en sus células intestinales.
Siguiendo la misma estrategia en C. briggsae, una especia muy proxima filogenéticamente,
se descubrié el virus de Santeuil en larvas de la cepa JU1264. Estos virus, aunque
divergentes genéticamente, se parecen a los nodavirus (familia Nodaviridae), cuyo genoma
de RNA de cadena sencilla es pequeiio y bipartito. Las infecciones de estos virus causan
alteraciones morfoldgicas en el intestino del gusano, y se ha observado que éstos sélo
infectan las células intestinales (Fig. 11) (Felix et al. 2011). Recientemente se ha descrito la
infeccion de un virus en larvas de la cepa JU1498 de C. briggsae, el virus de Le Blanc (Franz
et al. 2012). De momento, no se han descrito otras infecciones naturales causadas por virus
en C. elegans.
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Fig. 11. Inmunofluorescencia de los virus capaces de infectar C. elegans y C. briggsae. Se
emplearon anticuerpos anti-capside para C. elegans y anticuerpos anti-RdRP para C. briggsae.
La cepa de nematodo empleada en cada caso figura al pie de las imagenes. “Mock” es un control
tratado de la misma manera excepto que sin el virus. (Modificado de Franz et al. 2014).

La funcion del RNAi en la defensa antiviral en plantas, hongos y animales llevé a proponer
gue las infecciones virales eran la principal fuerza conductora de la evolucion de este
mecanismo de defensa dado que: el silenciamiento obtenido es sistémico (permite a los
siRNA antivirales moverse e impedir la expansion del virus) y heredable (la transmision del
silenciamiento a través de varias generaciones provoca una efectiva vacuna antiviral). Sin
embargo, y de forma sorprendente, se ha visto como los genes requeridos en el
silenciamiento sistémico y transgeneracional no tienen funcién en la defensa antiviral
contra la infeccion del virus de Orsay (Ashe et al. 2015). Esta respuesta del RNAi es ademas
no sistémica y no heredable.

De esta forma, los ultimos resultados obtenidos sugieren que el mecanismo antiviral en C.
elegans es distinto al mecanismo que opera en plantas, y que los genes implicados en él
aun deben ser descubiertos. En trabajos recientes se han descrito genes nuevos y sin
caracterizar que se expresan diferencialmente en los procesos de infeccidn, y que parecen
estar implicados en una nueva ruta de RNAi o en respuesta a estrés (Ngo et al. 2016).
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OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo es estudiar la interaccién entre virus de plantas, sus huéspedes
vegetales y sus vectores artrépodos; en particular, para virus que incorporan una fase de
replicacion en el vector y que, desde un punto de vista ecolégico, representan la gama de
huéspedes mas amplia descrita hasta la fecha: plantas y animales.

En concreto, en este trabajo se abordara la viabilidad de la interaccién entre el arbovirus
fitopatdgeno TSWV y C. elegans como huésped experimental. Analizaremos el potencial de
TSWV-C. elegans como patosistema modelo de estudio en interacciones virus-C. elegans,
determinando:

i) si la infeccion viral es viable utilizando el nematodo como vector,
ii) si ésta afecta negativamente al nematodo
iii) si se detecta replicacion viral en el mismo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Tampones principales empleados en el trabajo

M9: 3 g KH,PO4, 6 g NaHPO4, 5 g NaCl, 1 ml 1 M MgS0a4 y H,0 hasta 1 litro. Esterilizacién
por autoclave y filtracion de alicuotas mediante poros de 0,22 um antes de su uso
inmediato.

RES B: 10 mM NaH,PO4 ajustado a pH 7,0 y 10 mM Na;S0s. Autoclave de 40 minutos para
RNA.

3.2 Obtencion de un stock viral adecuado

Para seleccionar un huésped herbaceo y obtener el stock viral para todos los ensayos del
trabajo, se inocularon al menos 3 lotes de 15 plantas de especies susceptibles a TSWV:
pimiento (Capsicum annuum), tomate (Solanum lycopersicum), Nicotiana benthamiana y
quinoa (Chenopodium quinoa). Se inocularon 2 hojas por planta con una mezcla consistente
en: 7 pl de un extracto vegetal crudo (sap) 1/10 (peso/volumen) en tampdn RES B,
procedente de plantas de N. benthamiana infectadas con TSWV, material cedido por el Dr.
J. A. Daros (IBMCP-CSIC/UPV, Valencia) y 7 ul de Carborundum al 10% en tampdn RES B. La
gota resultante se esparcié con un dedo protegido con un guante de plastico. Al cabo de 7-
14 dias se observaron los sintomas caracteristicos en la hoja inoculada y/o en las hojas
superiores. Se recogid el material con sintomas y congelé inmediatamente en N liquido
manteniéndolo a -80 2eC.

Alternativamente, en algunos bioensayos de N. benthamiana se varié el método de
inoculacién, y se inocularon dos hojas por planta con 7 ul de extracto crudo (sap) o
semipurificado viral y 7ul de carborundum al 10% (ambos 1/10 peso/volumen en RES B)
utilizando un bastoncillo empapado en tampdn.

3.2.1 Método de obtencidén del tipo de inéculo viral

Sap
De 3 a 10 g de tejido vegetal infectado con TSWV (denominado TSWV-sap) o procedente
de planta sana (sap-sano) se congelé en N; liquido y se homogeneizé por agitacidon
mecanica utilizando un molino de bolas (Retsch MM400) y 1 pulso de 20 s a una frecuencia
de 30 s, El polvo resultante se suspendi6 en tampdn RES B a razén de 1/10 peso/volumen.
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Semipurificado viral

Los indculos de semipurificado viral se obtuvieron a partir de 0,25 g de tejido vegetal
infectado con TSWV o de planta sana, previamente congelados en nitrégeno liquido. La
homogeneizacién se realizé en molino de bolas como se ha indicado anteriormente. El
protocolo de semipurificacién de las particulas virales fue el siguiente:

1. Aiadir 2 volumenes de tampdn de extraccién RES B a un tubo con 0,25 g de tejido
vegetal triturado y agitar vigorosamente en un vortex.

2. Transferir el contenido a un tubo Eppendorf y afiadir medio volumen de una mezcla

de cloroformo: butanol (1:1).

Agitar vigorosamente el tubo en un vortex durante 1 min.

Centrifugar a 4 2C durante 10 min a 14000 rpm.

Mezclar suavemente con 1/5 de volumen de PEG20000 al 30%.

Dejar 15 min en hielo, volteandolo cada 3 minutos para facilitar la mezcla.

Centrifugar a 4 2C durante 10 min a 6500 rpm.

© N U AW

Resuspender el precipitado obtenido en 200 ul de tampdn RES B en hielo de forma
suave durante 20 min.

9. Centrifugar a 4 eC durante 5 min a 6500 rpm.

10. Tomar el sobrenadante y pasar a un nuevo tubo previamente enfriado en hielo.

3.3 Extracciones de RNA total y cuantificacion de TSWV

3.3.1 Extraccion de RNA total (RNAt) a partir de tejido vegetal

Para la extraccion de RNAt de los tejidos inoculados o sanos de N. benthamiana y de
pimiento, se empled un protocolo adaptado del kit comercial Plant RNA Isolation Mini Kit
(Agilent) consistente en:

1) Afadir 600 pl de tampdn de lisis a cada muestra (50-70 mg). Agitar en vortex
durante 30 s.

2) Traspasar el volumen a la columna de prefiltracién. Centrifugar a 13000 rpm
durante 3 min.

3) Recuperar el volumen de flujo y afiadirle un volumen de isopropanol frio. Mezclar
hasta que se homogenice. Incubar durante 5 min.

4) Traspasar el volumen en dos tandas a la columna de purificacién y centrifugar
durante 30 s a 13000 rpm. Descartar el eluido y conservar en el mismo tubo la
columna cargada con el RNA unido.

5) Afadir 450 pl de solucién de lavado a la columna y centrifugar durante 30 s a 13000
rom. Descartar el eluido y conservar la columna. Repetir el lavado.

6) Afadir 400 ul de solucién de lavado a la columna y centrifugar durante 2 min a
13000 rpm.
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7) Pasar la columna a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Eluir el RNA unido afiadiendo 10-
50 ul de agua libre de nucleasas. Incubar durante 2 min y centrifugar 1 min a 13000
rpm. Cuantificar la concentracién de RNA en las muestras con un Nanodrop 2000.

3.3.2 Extraccion de RNAt de C. elegans

Se adaptd y optimizé un protocolo tomando como base el protocolo de He (2011). Para
ello, se comprobaros diversos cambios en los pasos a seguir, aunque el punto de partida
fue siempre el lavado de los gusanos antes de realizar la extraccidon. Los pasos realizados
fueron los siguientes:

1) Disponer los nematodos en tubos de Eppendorf (2 ml).

2) Afadir alos tubos 1 ml de tampdn M9 frio y centrifugar a 2115 rpm durante 10 min
(sin freno) a 4 °C.

3) Eliminar el sobrenadante y recoger los gusanos. Lavar 2 veces con tampdn M9 frio
(1 ml), agitando suavemente la muestra hasta comprobar que estd limpia.
Centrifugar en las mismas condiciones en cada paso de lavado.

Una vez lavada la muestra se afiade el tampdn de lisis, que fue distinto segiin el método de
extraccién empleado y consistié en:

4) Afadir 600 pl de tampdn de lisis! a cada muestra. Agitar en un vortex durante 30 s.
5) Eliminar la cuticula del nematodo, para lo cual se utilizaron dos métodos:

A) Sonicador: se aplicaron 3 pulsos de 20 s a una potencia de 10 W. Las muestras
se sonicaron mantenidas en hielo y se esperdé 30 s entre cada pulso (en
hielo).

B) N2 liguido: con los tubos congelados en nitrégeno liquido, que contienen las
muestras, se dejaron descongelar a 37 oC y se agité fuertemente en un
vortex. Se repitié este procedimiento varias veces (al menos entre 3 y 6).
Después, se dejaron descongelar a 37 2C de nuevo y se agitaron de nuevo en
un vortex durante 30 s. Se mantuvieron en hielo otros 30 s. Este paso vortex-
hielo se repitid otras 6-7 veces. Se dejo a temperatura ambiente (RT) durante
5 min.

LEl tampdn empleado varid segun la extraccidn realizada:
-Ribozol® (Amresco) en el caso del protocolo de extraccién manual.
-Tampon de lisis en el caso de la extraccidn con el kit comercial de Plant RNA Isolation Mini Kit
(Agilent).
-Tampon RLT en el caso de la extraccidn con el kit comercial RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
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Para la extraccidon del RNAt se probaron dos kits y un protocolo manual.

-Protocolo manual

6)

7)
8)

9)

Extraccion con cloroformo: afadir 2 ml de cloroformo por cada ml de gusanos (50-
100 gusanos), invertir el tubo durante 15 s y dejar 3 min a RT. Centrifugar durante
15 min a 13000 rpm y 4 2C. El RNAt se queda en la fase acuosa del sobrenadante.
Repetir la extraccion con cloroformo.

Precipitacién con isopropanol: transferir la fase acuosa del sobrenadante a un
nuevo tubo Eppendorf. Afiadir 7 ug de glicégeno y 0,7 volumenes de isopropanol,
mezclandolo intensamente. Dejar a RT durante 10 min tras los cuales centrifugar
durante 10 min a 13000 rpm y 4 2C. Retirar el sobrenadante preservando el
precipitado.

Lavado del precipitado: afiadir 900 ul de etanol 70% frio e invertir 2-3 veces.
Centrifugar durante 5 min a 7500 rpm y 4 °C. Tras la centrifugacidn, eliminar el
etanol del tubo y dejar secar durante 5 min.

10) Resuspender el precipitado en 25 ul de H20 libre de nucleasas, incubando el tubo

durante 10 min a 60 2C para disolver el pellet. Cuantificar la concentracion de RNA
en las muestras con un Nanodrop 2000.

- Plant RNA Isolation Mini Kit (Agilent) (se procedié como se ha indicado en el apartado

2.3.1).

- RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

6) Transferir el volumen muestra-tampdn RES B a una columna QlAshredder colocada

en un tubo colector de 2 ml. Centrifugar 2 min a maxima velocidad. Transferir el
sobrenadante a un nuevo tubo Eppenforf.

7) Aadir 0,5 volumen de etanol (96%) al sobrenadante recogido y homogeneizar con

pipeta.

8) Transferir el volumen a una columna RNeasy Mini Spin colocada en un tubo colector

de 2 ml. Centrifugar 15 s a 2 10000 rpm. Descartar el eluido.

9) Anadir 700 ul de tampon RW1 a la columna. Centrifugar 15 s a = 10000 rpm.

Descartar el eluido.

10) Aiadir 450 ul de tampon RPE a la columna. Centrifugar 15 s a = 10000 rpm.

Descartar el eluido.

11) Afadir 450 pl de tampdén RPE a la columna. Centrifugar 15 s a > 10000 rpm.

Descartar el eluido.
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12) Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Eluir el RNA afiadiendo 10-50
ul de agua libre de nucleasas. Incubar 2 min y centrifugar 1 min a 13000 rpm.
Cuantificar la concentracion de RNA en las muestras con un Nanodrop 2000.

3.3.3 Cuantificacidn viral mediante qRT-PCR

Se utilizé como punto de partida un plasmido pBS KS Il (+) que contenia el fragmento S (un
inserto de ~3 kb) del aislado PVR (GenBank KP008134.1) del TSWV obtenido por el
laboratorio del Dr. JA Daros (IBMCP-CSIC/UPV, Valencia Este plasmido se linealizé por
digestion 12 h con la enzima Sall a 372C. Tras este proceso el plasmido lineal se purificd con
el kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research).

El pldsmido lineal purificado (300-500 ng) se utilizé para llevar a cabo una transcripcién in
vitro con el kit comercial mMMESSAGE mMACHINE Kit T7 (Ambion) en un volumen de
reaccion de 50 pl que contenia, una solucién 1x de la mezcla NTP/CAP (15 mM de ATP, CTP
y UTP, 3 mM de GTP y 12mM del analogo de CAP), 1x del tampdn de reaccidon que contiene
sales, DTT y otros componentes, 4 ul de la RNA polimerasa T7 junto a un inhibidor de
RNasas.

1) Tras 2h de incubacion a 37 oC, se afadieron 8 ul de la enzima TURBO DNAse free
(Ambion) para eliminar el molde de transcripcion. Se incubé 30 min a 37 2C.

2) Se afadié después un volumen de solucién de precipitacién que contiene LiCl 7.5 M
y 50 mM de EDTA. Se enfrié a -202C al menos por 2h.

3) Se centrifugd a 4 2C durante 15 min a 13.000 rpm. Se lavé el precipitado con etanol
al 70% libre de RNAsas, se dejé secar y se resuspendid en agua libre de RNAsas. Se
cuantificd la concentracién de RNA en las muestras con un Nanodrop 2000.

Este transcrito se ha utilizado como stock para realizar todas las curvas estandar del trabajo
a partir de diluciones seriadas del mismo. Para realizar la curva estandar se diluyé 1 pl de
dicho transcrito (3,08 x 10%° segmentos S de TSWV + colas transcritas) en 30,8 ul de H20
libre de RNasas, para obtener asi el primer punto de la curva estandar (SC1). A partir de
este punto se diluyeron 5 pl de la SC1 en 20 pl de H;0 libre de RNasas para obtener la SC2,
realizando de igual forma y de forma sucesiva una dilucién seriada para obtener el resto de
puntos de la curva estandar.

Para cuantificar TSWV mediante qRT-PCR, se utilizaron la pareja de cebadores directo (5'-
GCTTCCCACCCTTTGATTC-3") y reverso (5 -ATAGCCAAGACAACACTGATC-3'), con los que se
obtiene un amplicén de 144 pb del gen N del fragmento S del virus.

Las reacciones de gRT-PCR fueron llevadas a cabo en volimenes de 20 pl usando
microplacas y el kit comercial GoTag Mix StepOnePlus System (Promega) siguiendo las
condiciones recomendadas por el fabricante. Las cuantitativas se corrieron en
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). El StepOne Software v2.2.2
(Applied Biosystems) fue empleado para analizar los datos. El programa de PCR empleado
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consistid en un ciclo de 20 min a 45 2C para la RT, seguido de un ciclo de desnaturalizacion
de 2 min a 95 2C y un touchdown consistente en 3 ciclos de 2 etapas: desnaturalizacion
durante 15 s a 95 2C y anillado-extensidon durante 1 min a 67 2C, seguido de 40 ciclos con
una etapa de 95 2C durante 15 s y otra de 1 min a 65 2C. La etapa de elongacidn final fue
de 5 min a 65 @C.

3.4 Manipulacion de C. elegans en el laboratorio

La manipulacidén y ensayos realizados con C. elegans a lo largo de este trabajo se
desarrollaron en un laboratorio de Biopolis SL (Parque Cientifico de Valencia) bajo la
supervision de los Drs. Daniel Ramon, Patricia Martorell y Silvia Llopis.

3.4.1 Cepas de C. elegans utilizadas
Las cepas empleadas en este trabajo fueron las siguientes:

e N2: genotipo silvestre utilizado en los laboratorios, cepa de referencia.

e JU 1580: aislado natural en el que se ha descrito la infeccion del virus de Orsay
(Felix et al. 2011).
http://www.wormbase.org/species/c_elegans/strain/JU1580#02--10

e RB 2519: cepa homocigética con una delecidon de unos 600 pb en el gen drh-1
obtenida mediante tratamiento con EMS.
http://www.wormbase.org/species/c elegans/strain/RB2519#02--10

3.4.2 Cultivo de los gusanos

Las cepas de C. elegans se mantuvieron a 20 2C en placas de medio de crecimiento de
nematodos (NGM) con un césped de bacterias E. coli OP50 de las que se alimentan los
gusanos (Lewis y Fleming 1995).

3.4.3 Sincronizacion de los gusanos

Con el fin de que todos los gusanos empleados se encontrasen en el mismo estado de
desarrollo, se llevaron a cabo sincronizaciones (Fig. 12). En estas sincronizaciones, 10
gusanos adultos fueron colocados en una placa NGM durante 3 horas. Transcurrido este
periodo de tiempo, los gusanos parentales fueron eliminados dejando tan sdlo los huevos
gue hubiesen puesto durante dicho tiempo. De esta forma, todos los gusanos de la placa
se encontraban en la misma fase de su ciclo vital.
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1 0 de adultos
3h \

C. elegans en L4 (fase larvaria)

Fig. 12. Proceso de sincronizacién de C. elegans.

3.5 Ensayos de inoculacion de TSWV en C. elegans

En los ensayos se comprobaron diversas condiciones con el fin de observar cual era el
efecto de la inoculacion con diversas muestras de TSWV. Para ello, los tratamientos
empleados y su nomenclatura fueron los siguientes:

e Control: mezcla de 0,5 ml de tampdén M9 + 0,5 ml de tampdn RES B.

e Sap-sano: mezcla de 0,5 ml de tampdén M9 + 10 mg de tejido sano de N.
benthamiana, previamente homogeneizado + 0,5 ml de tampdn RES B.

e TSWV-sap: mezcla de 0,5 ml de tampdn M9 + 10 mg de tejido infectado con TSWV
de N. benthamiana homogeneizado + 0,5 ml de tampdn RES B.

e Semipurificado-sano: mezcla de 0,5 ml de tampdén M9 + 0,5 ml de semipurificado

obtenido a partir de tejido sano de N. benthamiana, siguiendo el protocolo
previamente descrito en el apartado 2.2.1.
e TSWV-semipurificado: mezcla de 0,5 ml de tampdn M9 + 0,5 ml de semipurificado

obtenido a partir de tejido de N. benthamiana infectado con TSWV, siguiendo el
protocolo del apartado 2.2.1.

Los ensayos (Fig. 13) se realizaron con nematodos en estado larvario L4, obtenidos a partir
de placas sincronizadas antes de empezar el ensayo. Un numero variable entre 25-100
gusanos (segun el ensayo) se traspasaron a tubos que contenian 0,5 ml de M9 a los que se
afadié el mismo volumen del inéculo a ensayar.

Los tubos se incubaron a 25 2C durante 24 horas en agitacion (empleando un agitador
horizontal) y después se lavaron los gusanos. Para ello, se dejé decantar durante 10 min el
contenido del tubo, eliminando el sobrenadante. Una vez eliminado, se afiadié 1 ml de
tampon M9, homogeneizando la muestra. Tras dejar precipitar los gusanos de nuevo, se
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repitié el lavado. Una vez lavados se traspasaron con pipeta a una placa NGM. Una vez se
evaporé de la placa el tampdn arrastrado en el pipeteo de los gusanos, se procedié a pasar
con aguja los gusanos a nuevas placas NGM con E. coli. Para cada uno de los ensayos
realizados en gusano se llevé en paralelo un bioensayo de inoculacién en 15 plantas de N.
benthamiana. Esto permitié detectar en uno de los ensayos la contaminaciéon de una
muestra sana utilizada para inocular los gusanos, lo que explicaba los resultados andmalos
obtenidos en el ensayo correspondiente de esperanza de vida (Anexo 2).

/ 0’5 mL
m 24h [ 259C [ agitacion

condicion

C. elegans en L4 i

0’5 mL
M9 FRESCO
Lavado

@@@@

Analisis ESPERANZA DE VIDA \ @

@2 Andlisis SUPERVIVENCIA

Fig. 13. Esquema general del protocolo de incubacién-inoculacién de C. elegans con diversos
tipos de muestras a ensayar.
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3.5.1 Esperanza de vida y supervivencia

Previamente a la realizacion de estudios moleculares sobre la posible infeccidn en gusano,
se realizaron evaluaciones del efecto de los indculos virales en la supervivencia de la
poblacién de gusanos. Para ello, se utilizaron como parametros de medida la esperanza de
vida y la supervivencia de los nematodos tras 24 horas (h) de inoculacidn.

Ensayo de esperanza de vida

Evaluacién de la supervivencia en una poblacidn de C. elegans a lo largo del tiempo a través
del recuento de los gusanos vivos presentes en la placa, cada dia durante 9-12 dias. Los
gusanos desaparecidos se computaron como muertos.

En caso de observar descendencia en la placa, se traspasaron los gusanos parentales a
nuevas placas para evitar confundir a éstos con su progenie.

Medida de supervivencia

Se obtiene mediante el recuento del numero de C. elegans que sobreviven al final del
ensayo de inoculacién de 24 h, partiendo de una poblacion inicial de nimero conocido (100
gusanos). La resta implica el nimero de gusanos desparecidos/muertos.

3.5.2 Evaluaciéon molecular de la posible replicacion de TSWV en C. elegans

La posible replicacion de TSWV en el interior del gusano, se evalué determinando la
cantidad de particulas virales en los gusanos incubados previamente con el indculo TSWV-
sap alo largo de un tiempo concreto. En 9 tubos que contenian 0,5 ml de M9 se depositaron
50 gusanos de la cepa RB2519 contados uno a uno con aguja. Se preparé un volumen
suficiente de TSWV-sap y se filtré6 mediante Miracloth. A cada uno de los tubos con los
nematodos se transfirié 0,5 ml del inéculo. Los 9 tubos con gusano y 9 tubos preparados
en paralelo Unicamente con 0,5 ml de TSWV-sap, que eran el control del ensayo, se
incubaron juntos a 25 2C en agitacion (agitador horizontal). Cada cierto periodo de tiempo
(Fig. 14) un tubo con gusanos y un tubo TSWV-sap se retiraron de la incubacion y se
conservaron en N3 liquido para su posterior analisis. Tras retirar periédicamente todos los
tubos a lo largo de 24 h, se procedid a la extraccion del RNAt de las muestras con el
protocolo de choque térmico para eliminar la cuticula del gusano (congelacion-
descongelacidn) descrito en el apartado 2.3.2, y el protocolo con Ribozol para extraer el
RNAt. Una vez obtenido el RNAt se cuantificaron las particulas virales mediante qRT-PCR
segun se ha descrito en el apartado 2.3.3.
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24h [ 252C [ agitacidn

Fig. 14. Esquema del ensayo de inoculacidn de C. elegans con muestras de TSWV-sap a lo largo
de 24 h.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de un stock viral adecuado: seleccion de huésped y optimizaciéon de los
bioensayos de TSWV en planta

Para disponer de un stock viral uniforme, que nos proporcionase suficiente cantidad de
inéculo viral para todos los ensayos de esta memoria, se necesitaba obtener una gran
cantidad de tejido vegetal infectado con TSWV. Para ello, se inocularon extractos vegetales
infectados con TSWV en distintas especies vegetales. El objetivo era determinar el tipo de
huésped en el que las infecciones fueran mas eficientes, reproducibles y en las que la
cantidad de particulas virales fuese mas significativa.

Se conoce que la eficiencia de transmision mecanica del virus se ve afectada por diversos
factores (Mandal et al. 2001). Algunos de estos factores son el estado de desarrollo de la
planta a inocular, las condiciones de crecimiento de ésta o el tipo de indculo. Asi, estos
aspectos deben tenerse en cuenta a la hora de desarrollar un protocolo de inoculacion
eficiente.

Para seleccionar la especie vegetal mas apropiada para replicar el virus, se inocularon
diversos huéspedes susceptibles a TSWV: huéspedes naturales sistémicos del virus como
pimiento y tomate y experimentales como N. benthamiana, y el huésped de lesién local C.
quinoa. Del mismo modo, se testaron varios métodos de inoculacidon y se utilizaron dos
tipos de indculos: sap y semipurificado viral.

De todas las especies inoculadas, las Unicas que mostraron sintomas de infeccidn sistémica
fueron tomate, pimiento y N. benthamiana, mientras que en C. quinoa se observaron las
tipicas lesiones locales, muy parecidas a las observadas en N. benthamiana y tomate (Fig.
14A y B). Posteriormente, se confirmd que estos sintomas eran los causados por TSWV al
detectar el virus en esas muestras por qRT-PCR (ver apartado 3.2). Dado que los resultados
observados en tomate no fueron satisfactorios, seguimos con pimiento y N. benthamiana
como huéspedes mas susceptibles.

Tras la inoculacién, N. benthamiana presenté sintomas de infeccién local como predmbulo
a la infeccidon sistémica que caracteriza a TSWV en esta especie. Estos consistian en
pequefias manchas circulares cloréticas en el haz de la hoja inoculada (Fig. 15A). Una vez
aparecieron estos sintomas la planta desarrolld una infecciéon sistémica en un periodo que
oscilé entre los 5-15 dias (Fig. 15B y Fig. 16). En la infeccidn sistémica la clordsis se extendio
por toda la hoja, volviéndose ésta amarilla en gran parte y rugosa en su totalidad. La planta
mostrd epinastia y arrugamiento apical, seguido de clordsis generalizada y necrdsis (Fig.
15). En pimiento los sintomas se retrasaban mucho mas, detectandose en una ventana
entre 10-21 dpi, siendo similares a los observados en las infecciones de N. benthamiana
pero menos intensos (Fig. 15A).
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A) B)

Fig. 15. A) Sintomas iniciales de infeccién local de TSWV en N. benthamiana a los 7 dpi. B)
Sintomas de lesiones en hojas sistémicas de tomate infectado con TSWV a los 21 dpi

El periodo de tiempo en el que la planta mostré estos sintomas fue variable debido a
factores externos: estado de las plantas, condicidn de las cabinas, etc. Por ello, se realizaron
diversos bioensayos en condiciones controladas de luz y temperatura creciendo las plantas
inicialmente en fitotron (luz artificial) y/o en cabinas de invernadero (luz natural
suplementada con artificial).

Los resultados de un grupo de estos bioensayos se muestran en la Tabla 3. La tasa de
infeccidn fue baja en ambas especies: 25,90 £17,76 % en N. benthamiana y 21,54 +2,17%
en C. annuum. Entre las dos especies N. benthamiana fue la que demord mas tiempo en
producir sintomas tras la inoculacién, tardando 21 dias en lograr el lote su maximo
porcentaje de infeccion. Este periodo se redujo solo a 14 dias en la otra especie.
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Tabla 3. Comparacién de la eficiencia de infeccién con TSWV lograda al inocular C. annuum y N.
benthamiana en fitotrén 21 dpi en el caso del primer huésped y 14 dpi en el segundo.

Pl P P i
Especie Plantas inoculadas | . antas Tasa infeccion (%) |. romt?c’ilo
infectadas infeccion
N. benthamiana 15 2 13,33
25,90 +17,76%
N. benthamiana 26 10 38,46
C. annuum 15 3 20,00
21,54 +2,17%
C. annuum 26 6 23,08

A) PLANTAS DE PIMIENTO INFECTADAS CON TSWV A 17 DPI

Fig. 16. Comparacion de los sintomas observados en plantas de C. annuum y N. benthamiana en

bioensavos realizados en fitotrdn.

Los sintomas sistémicos observados en fitotrén (Fig. 16) se producian entre 10-20 dpi en N.
benthamiana y 15-21 en pimiento. Sin embargo, en las condiciones de cabina, las
infecciones fueron mas reproducibles y eficientes, detectandose los primeros sintomas
visibles a partir de 4-7 dpi en N. benthamiana y 10-17 dpi en pimiento (Fig. 16). Con el fin
de homogeneizar las infecciones y debido a los resultados mas eficientes obtenidos, las
plantas se crecieron en cabinas de invernadero con condiciones controladas de luz y
temperatura, en lugar de en fitotrén.
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A) PLANTAS DE N. benthamiana INFECTADAS CON TSWV A 7 DPI

Fig. 17. Comparacion de los sintomas observados en plantas de N. benthamiana (A) y C. annuum
(B) en bioensayos realizados en cabina. En B, panel izquierdo se muestra una planta infectada
de pimiento frente a una planta sana inoculada con tampén. En B, panel derecho se muestra

otra planta individual del mismo bioensayo

En cabina se lograron sintomas de infeccion en un porcentaje superior al de fitrotén y en
tiempos mas cortos tanto en N. benthamiana (Fig. 17A) como en C. annuum (Fig. 17B). El
promedio de infeccién logrado en cabina (35,83 +15,32%) en C. annuum fue ligeramente
superior que el logrado en fitotrén (21,54 £2,17%): en cabina C. annuum volvié a mostrar
una tasa de infeccidn baja y poco reproducible. En el caso de N. benthamiana el porcentaje
25,90 +17,76 % alcanzado en fitotron fue mejorado en cabina hasta conseguir una tasa de
79,12 £10,44%.
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De entre las dos especies, es N. benthamiana la que presenta mayores tasas de infeccion,
siendo en cabina el doble que en fitotron (Tabla 4). Ademas, estos resultados fueron mas
consistentes a lo largo de los ensayos, por ello se inocularon diversos lotes de N.
benthamiana con el fin de obtener una gran cantidad de tejido vegetal infectado con TSWV
que fue el stock viral uniforme utilizado a lo largo del trabajo.

Tabla 4. Comparacién de la eficiencia de infeccién con TSWV lograda al inocular C. annuum y N.
benthamiana en cabina de invernadero.

Especie Plantas inoculadas | Plantas infectadas | Tasa infeccion (%) !’romt?(’ilo
infeccion

N. benthamiana | 14 9 64,29

N. benthamiana | 15 13 86,67

. 79,12 £10,44%

N. benthamiana | 29 25 86,21

N. benthamiana | 29 23 79,31

C. annuum 12 3 25,00
35,83 +15,32%

C. annuum 15 7 46,67

Finalmente, con todo el material obtenido de N. benthamiana se realizaron inicialmente
dos mezclas distintas de tejido vegetal: el A, que agrupaba los tejidos con sintomas mas
pronunciados, y el B, que englobaba los tejidos con sintomas menos intensos que los de A.
Este material fue utilizado para cuantificar el virus mediante gRT-PCR (ver apartado
siguiente) y confirmar la deteccion especifica de TSWV. Se cuantificaron también los tejidos
de C. annuum para averiguar si la carga viral se encontraba en el mismo orden de magnitud
qgue en N. benthamiana.

4.2 Desarrollo de un protocolo de qRT-PCR para la cuantificacion de TSWV

4.2.1 Diseiio de la gRT-PCR

Con el fin de obtener un método con el cual poder cuantificar la cantidad de moléculas
virales presentes en una muestra de RNAt, se utilizo la técnica de gRT-PCR para detectar
TSWV.

Para ello, se partié de un plasmido pBS KS Il (+) que contenia el fragmento S (2922) del
aislado PVR del TSWV (Fig. 18). Se seleccioné dicho plasmido porque al digerirlo con Sall y
transcribir con la RNA polimerasa del fago T7, se obtienen transcritos de polaridad directa
(viral o v) del tamafio del segmento S completo. Esta orientacién es la referenciada como
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la orientacion que se acumula en exceso en los viriones frente a su forma complementaria

o vc.
e 3!
plasmido —l—l—l—'l/ ‘ | | | | | /l n
ESKS(H) g | e
EcoRl |, * N »
% . Ly 4 5‘;;"
9 A

(]

Fig. 18. Representacion del plasmido pBS KS Il (+) con el gen NSs en orientacion directa. Se indican

las longitudes de las ORFs, sus orientaciones y los tamafios.

Con el plasmido lineal purificado se realizé una transcripcién in vitro (Fig. 19) comprobando
que el transcrito obtenido tenia la longitud deseada (segmento S completo mds cola de 91

nt del polylinker)

Marcador

Molde plasmido
lineal

5kb

Transcrito RNA —» 1 kb

Fig. 19. Gel de agarosa al 0.8%, TAE x 1 el que se aprecia el transcrito del plasmido lineal y el

marcador marcador 1 Kb Plus (Fisher).
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A partir de este transcrito purificado adecuadamente, se obtuvo un stock suficiente con el
que realizar una curva estandar mediante diluciones seriadas en extracto vegetal de planta
sana. La cantidad de moléculas S conocidas presentes en dichas diluciones (Tabla 5) nos
permitid calcular el nUmero de moléculas presentes en las muestras problema utilizando
una curva estandar. A continuacion, se indica el nimero de moléculas de cada dilucion

utilizada
Tabla 5. Numero de copias de moléculas virales S en cada uno de los puntos de la curva
estdndar realizada para la cuantificacién de TSWV.
Punto curva estandar | N2 moléculas TSWV Factor de dilucion
Sc1 5x 108 -
sc2 1x108 1/5
SC3 2 x 107 1/5
SC4 4 x 108 1/5
SC5 8x10° 1/5
Sce 1,6 x 10° 1/5
sc7 3,2x10% 1/5
Sc8 6,4 x 103 1/5
SC9 1,28 x 103 1/5
SC10 2,56 x 102 1/5
SC11 51,2 1/5

Con una curva estandar ya definida fue preciso utilizar unos cebadores para amplificar
especificamente una regidén pequefia del gen N del fragmento S de TSWV. Para ello, se
utilizaron los siguientes primers que amplifican un fragmento de 144 nt (Fig. 20:

2281 attttgcatcocctgatatatagoccaagacaacactgatcatctcaaagotatcaactgaag
2341 caataagaggtaagctacctcecagecattatggoaagoctcacagactttgeateatega
2401 gaggtaatccataggcEbgaateaaagagtgggaageaatcttagatttgatagtattga

Fig. 20. Region amplificada en el fragmento S de TSWV. El primer directo (azul) y el reverso (verde)
amplifican una zona de 144 nt.
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Con los datos obtenidos de la qRT-PCR (Fig. 21) se puede observar la alta eficiencia (R? =
0,994, eficacia del 101 %) de la curva estandar que se establecid para las cuantificaciones.

En las curvas de fusidén del amplicén generado sélo se observa un Unico producto especifico,

con T, =~ 81 °C. En este producto no hay presencia de dimeros de cebadores ni otros
productos inespecificos. Con los valores Cr obtenidos se pudo ver que la curva patrén
permite cubrir los rangos de acumulacién viral de las muestras problema de N.
benthamiana infectadas por TSWV. Estos valores también nos permiten determinar la
sensibilidad de la curva patrén, estando el limite establecido al menos en la SC10, que
corresponde a la deteccidn especifica de 2,56 x 102 moléculas de TSWV por ng de RNAt.
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Fig.21. Datos obtenidos de la qRT-PCR. Panel superior: a la 1zquierda podemos observar las curvas de

amplificacidon en funcidn del valor Ct, y a la derecha la recta patron con las las muestras problema
interpoladas en la misma. Panel inferior: a la izquierda, curvas de fusién y T,, de los productos de la
amplifiacidny a la derecha, rangos de los valores Cr obtenidos de las muestras problema cubiertas por
la curva estandar en comparacién con los controles sanos de planta y negativo de la qRT-PCR.

37



4.2.2 Cuantificacion de TSWV por gRT-PC

Cuantificacion de TSWV en bioensayos realizados en huéspedes distintos

En nuestros primeros ensayos de infeccidn, distintos lotes de N. benthamiana y C. annuum
fueron inoculados con una muestra de TSWV-sap proporcionada por el Dr. Daros (Fig. 22).
La cuantificacion de este inéculo inicial fue de 12 +0,45 x 10° moléculas de TSWV por ng de
RNAL.

Con este indculo se logré infectar lotes de C. annuum y N. benthamiana, mostrando los
tejidos de pimiento una acumulaciéon mayor de moléculas de TSWV (16 +2,7 x 10y 11 +2,1
x 108) que los tejidos de N. benthamiana (5 +0,67 x 108y 6 0,42 x 10°).
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Fig. 22. Comparacion de la carga viral en el indculo TSWV-sap original (Dr. Daros), en el tejido de
plantas control sanas (C-) de ambos huéspedes y en el tejido de muestras problema de C. annuum
y N. benthamiana con sintomas tipicos de infeccién por TSWV. Las barras de error representan +
desviacidn estandar (SD).

Como se observa en la Fig. 23 el producto de PCR cuantitativa amplificado a partir de
muestras infectadas de pimiento, era igual de especifico que el de N. benthamiana (Fig. 23
panel inferior) detectdandose un Unico pico en las curvas de fusion de estos productos.
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Fig. 23. Datos obtenidos de la qRT-PCR. Panel superior: a la izquierda podemos observar los rangos
de valores Cr de las muestras problema cubiertas por la curva estdndar; a la derecha las curvas de
amplificacion. Panel inferior: productos de las curvas de fusidn y su Tp,.

A pesar de tener una mayor carga viral, la cantidad obtenida de tejido de pimiento
infectado era menor que la de N. benthamiana, el RNAt era mas dificil de extraer limpioy
los bioensayos mas lentos, por lo que la cantidad de tejido disponible era un factor clave a
la hora de seleccionar el huésped. Cabe senalar que en los tejidos de N. benthamiana que
mostraron infeccidn, la carga viral cuantificada fue inicialmente inferior (la mitad) a la carga
viral del indculo original.
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Fluctuacion de los titulos virales de TSWV segun avanza la infeccidon

La carga viral varié no sélo entre especies sino dentro de la misma especie segun los
sintomas presentados (siguiente apartado) y el momento de recoleccién. Esto puede verse
en la cuantificacion de tejidos de N. benthamiana recogidos a los 18 dpi (8 0,18 x 10°
moléculas TSWV/ng RNAt) frente a tejidos del mismo ensayo recogidos a los 25 dpi (3 +0,66
x 10° moléculas TSWV/ng RNAt) (Fig. 24). La demora de 7 dias en la recoleccién de tejido
supuso la pérdida de mas de la mitad de la carga viral en éste. De esta forma, se comprobd
como el momento de recoleccidn es un aspecto clave para lograr una buena carga viral.
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Fig. 24. Comparacion de tejidos de N. benthamiana infectados con TSWV del mismo ensayo
muestreados con 7 dias de diferencia. Las barras de error representan + desviacidn estandar (SD).

Titulo viral del stock de referencia

Tras lograr una eficiente tasa de infeccién de TSWV en cabina utilizando N. benthamiana,
se logrd disponer de una gran cantidad de tejido vegetal con sintomas, que se agruparon
en dos mezclas como se ha sido descrito en el apartado 3.1. La mejor eficiencia de infeccidon
lograda también en cabina para C. annuum, permitié disponer de cierta cantidad de tejido
infectado para esta especie. Las mezclas de N. benthamiana A (NB-A), B (NB-B) y de
pimiento, fueron cuantificadas por gRT-PCR para determinar la carga viral de los stocks (Fig.
25). El niUmero absoluto de moléculas de TSWV/ng RNAt oscil entre 1,5 x 10% — 3,5 x 10°.
La mayor cantidad de moléculas de TSWV se detectd en los tejidos A de N. benthamiana
(3,5+0,115 x 10°) y la menor en la mezcla B de la misma especie (1,5 + 0,115 x 108), mientras
que con 2,7 0,32 x 10° moléculas de TSWV/ng RNAt el tejido de pimiento mostré una carga
viral intermedia.
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Los tejidos de N. benthamiana con mayor cantidad de sintomas sistémicos (NB-A)
presentaron una mayor carga viral que aquellos con una sintomatologia menos acentuada
(NB-B), sefialando la probable correlacién entre elevadas cargas virales de TSWV con una
mayor intensidad en los sintomas causados. Existié un compromiso a la hora de recoger el
material con sintomas. Cuanto mas clara fuese la sintomatologia sistémica mayor seria, a
priori, la carga viral del tejido recogido. Sin embargo, no recoger el material vegetal
infectado en el momento en el que los sintomas sistémicos son claros, conllevaba a la
necrosis de la hoja al cabo de 3-5 dias. La presencia de tejido necrético en el material
recogido inutilizaba el uso de ese tejido para posteriores inoculaciones, y como ya se ha
mostrado en la Fig. 24 también la carga viral disminuia.
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Fig. 25. Cuantificacion de la carga viral mediante qRT-PCR de los tejidos que conformaron el
stock. Las barras de error representan + desviacién estandar (SD).

Teniendo en cuenta estos resultados, el tejido infectado de N. benthamiana fue el elegido
para desarrollar las inoculaciones en el nematodo. Su eleccién se debié a que su carga viral
era similar a la del pimiento, pero se disponia de mayor cantidad de tejido, las infecciones
eran mas eficientes y tempranas y las extracciones de RNAt eran mas limpias. Al observar
gue las diferencias entre ambos stocks NB-Ay B no eran muy elevadas (estando en el mismo
orden de magnitud), se juntaron ambas de forma homogénea para el resto de ensayos del
trabajo.

4.3 Manipulacion de C. elegans en el laboratorio

La necesidad del aprendizaje en el manejo del gusano y las circunstancias experimentales,
conllevaron diversas mejoras en el protocolo de inoculacién-incubacion de C. elegans con
diversos indculos virales obteniendo finalmente un protocolo de inoculacién optimizado.
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En una primera instancia, el traspaso de nematodos a los tubos condicién se realizd
mediante pipeteo de cantidades cercanas a 100 individuos. A pesar de no ser lo habitual
en los ensayos con el nematodo, conocer el numero exacto de individuos de partida
permite evaluar la posible mortalidad ocurrida durante las 24 h posteriores a la inoculacién.
Por ello, cuando se empezd a sospechar de una posible mortalidad en ese periodo, se
procedid a fijar un nimero exacto de nematodos de partida mediante su recuento exacto.
Para ello, éstos empezaron a ser transferidos uno a uno con una aguja al tubo condicién,
hasta alcanzar un total de 100 por tubo.

A lo largo de la investigacidon detectamos la importancia del momento de preparacion de
los extractos vegetales: en los ensayos iniciales, los indculos se preparaban en el laboratorio
del IBMCP y después se trasladaban en hielo hasta Biopolis. Puesto que el inéculo no podia
ser utilizado hasta el recuento de los gusanos para cada condicidn de ensayo (lo que podia
alargarse hasta 3 h), los indculos virales podian perder infectividad. Con el fin de maximizar
la capacidad infectiva de TSWV vy evitar la variabilidad en la capacidad intra-ensayo, se
procedid a preparar los inéculos directamente en Biopolis (sap Biopolis), suspendiendo los
polvos previamente congelados en N; liquido justo antes de cada inoculacidn. Este efecto
en la pérdida de capacidad infecciosa del indculo se comprobé en un ensayo en gusano. Se
comparé el efecto de los dos indculos TSWV-sap, sap Biopolis o suspendido en el IBMCP y
mantenido 2-3 h en hielo (sap IBMCP), en la supervivencia de 100 nematodos.
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Fig. 26. Comparacién del efecto causado sobre la supervivencia de C. elegans tras 24 horas de
incubacién con un indculo de TSWV sap preparado justo antes de la inoculacidn (fresco) frente a otro
preparado horas antes (no fresco). Las barras de error representan + desviacidn estdndar (SD).
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Como puede observarse en la Fig. 26, la disminucidn en la supervivencia es mas acentuada
en los gusanos incubados con el indculo TSWV-sap Biopolis, que fue preparado en el
momento, por lo que a partir de entonces siempre se empled este tipo de inéculo en el
trabajo.

4.4 Ensayos de inoculaciéon de TSWV en C. elegans

4.4.1 Seleccion de cepa

Con el fin de comprobar la susceptibilidad del nematodo a una posible infeccion por TSWV,
se seleccionaron tres cepas como objeto de estudio: la cepa silvestre N2, que es la cepa de
referencia en los laboratorios de investigacién, y dos cepas mutantes para el sistema de
defensa basado en RNAi, RB2519 y JU1580, en la ultima de las cuales se ha descrito la
infeccion natural por el virus de Orsay (Felix et al. 2011).

Al necesitar comprobar diversas condiciones (siendo necesario disponer de una gran
cantidad de gusanos por cada una) se decidio focalizar los ensayos en una cepa de gusano.
Para ello, se realizé un primer ensayo con el fin de descubrir qué cepa de nematodo era la
mas adecuada para nuestra investigacion. La complicada adaptacion inicial en el manejo
del nematodo reduce la cantidad de gusanos con los que trabajar. En este primer ensayo
la cantidad de nematodos se vio limitada a 30 nematodos. Para esta prueba se evalué la
esperanza de vida, método frecuentemente empleado para evaluar el efecto de patégenos,
a lo largo de 6 dias. Las condiciones comprobadas ademas del control fueron incubaciones
con sap-sano, TSWV-sap y TSWV semipurificado. Por las limitaciones con el nimero de
gusanos no fue posible introducir un control para el purificado. Debido a las limitaciones
técnicas, el caracter exploratorio del estudio tenia por objetivo recabar datos que lograsen
centrar los ensayos posteriores en un tipo de cepa o indculo. Por esta razon, a pesar de la
carencia de un control, nos parecio interesante la introduccion del TSWV semipurificado
para comprobarlo.

En la supervivencia de los gusanos de la cepa N2 (Fig. 27) no se apreciaron grandes
diferencias en funcion de los tratamientos/incubaciones. Los gusanos incubados con el
control, el sap-sano y el TSWV-sap ofrecieron resultados similares los primeros dias y
apenas se aprecio una ligera diferencia del 7% entre TSWV semipurificado y el resto de
tratamientos en los dias 2 y 3. Observando las minimas diferencias entre tratamientos y
siendo conocedores del fuerte sistema antiviral de esta cepa, dicha cepa fue descartada en
ensayos posteriores.

Ante los resultados obtenidos con N2, se decidid repetir ensayos similares con las dos
cepas de gusano deficientes en su sistema de defensa.
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Fig. 27. Evaluacién de la influencia de las incubaciones con diferentes indculos vegetales y/o
virales en la esperanza de vida de 30 individuos de la cepa N2. Las barras de error representan

+ desviacién estandar (SD).

La cepa JU1580 (Fig. 28) mostré diferencias evidentes de supervivencia tras la incubacion
con los distintos sap (TSWV-sap vs TSWV-semipurificado vs sap-sano). Gusanos incubados
con el sap-sano mostraron unos porcentajes de supervivencia similares a los incubados con
el control (93% en el segundo dia tanto en el control como en el sap) que se mantuvieron
de forma parecida a lo largo del tiempo (47% de supervivencia en el control y un 53% en el
sap-sano al sexto dia). Esos resultados se parecieron a los observados en los gusanos
incubados con TSWV semipurificado.

Sin embargo, el tratamiento con TSWV-sap mostré una incidencia negativa en la
supervivencia de estos nematodos, provocando unas diferencias de alrededor de un 20%

con el sap-sano.
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Fig. 28. Evaluacion de la influencia de las incubaciones con diversos tratamientos en la esperanza
de vida de 30 individuos de la cepa JU1580. Las barras de error representan + desviacion estandar
(SD).

El descenso diferencial observado en la supervivencia de los gusanos JU1580 tratados con
el indculo TSWV-sap, hacia de esta cepa una buena opcidn para profundizar los andlisis. Sin
embargo, durante su evaluacidon esta cepa mutante mostré un desarrollo andmalo,
provocando que su manejo en el laboratorio fuese muy complejo, ya que tenia una
morfologia atipica que hacia muy dificil distinguir bien los adultos de los miembros
juveniles. Por ello, aunque podria tratarse de una cepa interesante para su estudio, se
decidié descartar su uso en este trabajo por el momento.

En un ensayo similar utilizando la cepa RB219 (Fig. 29) se observé un efecto negativo en la
supervivencia de los gusanos incubando con ambos tratamientos de TSWV (sap y
semipurificado viral). Al igual que en lo observado con la cepa JU1580, el mayor descenso
en la supervivencia se observo al cuarto dia. Las diferencias en ese momento de tiempo
entre el control (87%) y el TSWV-sap (73’33%) fueron evidentes. En la comparacion entre
el TSWV-sap y su control, sap-sano, las diferencias eran mas reducidas: de tan sélo un 7%.
Sin embargo, en ese mismo dia 4 el tratamiento de los gusanos con TSWV semipurificado
provoco una bajada de supervivencia hasta el 63%. Estos resultados sugerian un posible
efecto de la inoculacién de TSWV en esta cepa. Ademas, al observar la posible mayor
incidencia del semipurificado sobre la supervivencia, se decidié seguir testando su uso, esta
vez empleando en los préoximos ensayos un control sano para el semipurificado.
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El desarrollo morfoldgico de la cepa RB2519, a pesar de ser una cepa mutante, se asemejo
al de la cepa silvestre N2. Esto facilitd la experimentacidn, por lo que esta cepa fue la ideal
para profundizar en la investigacion.
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Fig. 29. Evaluacion de la influencia de las incubaciones con diversos tratamientos en la esperanza
de vida de 30 individuos de la cepa JU1580. Las barras de error representan + desviacién estandar
(SD).

4.4.2 Evaluacion de la esperanza de vida de la cepa C. elegans RB2519 inoculada con
TSWv

Una vez seleccionada la cepa RB2519 como la mas indicada para su evaluacion, se procedié
a valorar el efecto de los tratamientos de TSWV en su esperanza de vida. A partir de este
momento se trabajé con 100 gusanos de partida por condicidn, salvo indicacion contraria.

46



En el primer ensayo de esperanza de vida (Fig. 30 se observé como la inoculaciéon con
tratamiento, tanto de extracto sap como semipurificado viral, causé un descenso en la
supervivencia frente a los gusanos incubados con el indculo control, sea ésta una
inoculacién con tejido sano o tejido con TSWV. Sin embargo, pudieron observarse
diferencias entre las condiciones TSWV y sano, tanto en el inéculo sap como en el de
semipurificado. De entre los dos tipos de indculos, fue el de sap el que mostré diferencias
mas claras entre tratamiento sano (63% de supervivencia tras 24 horas) y conteniendo
TSWV (45% de supervivencia tras 24 horas). Estas diferencias fueron constantes a lo largo
de los dias que durd la evaluacion la esperanza de vida.

e COWTROL — = 53[0 53 N0 i TEWY 53p Semipurificado sano TEWV semipurificado

100

50

20

70

&0

MCLA (%)

50

ERWITW

40

SUP

TIEMPO |DiAS)

Fig. 30. Evaluacién de la influencia de los tratamientos en la esperanza de vida de 100 individuos
de la cepa RB2519. Las barras de error representan + desviacion estandar (SD).

En la supervivencia de los gusanos incubados con el semipurificado, las diferencias fueron
menores: a pesar de tener el indculo de TSWV un mayor efecto negativo en la supervivencia
gue el inéculo sano, las diferencias entre éstos sélo fueron significativas en el dia 6, cuando
los gusanos incubados con TSWV semipurificado redujeron su supervivencia al 34% frente
al 45% de su control. Cabe destacar que en todos los ensayos realizados con los nematodos
RB2519 incubando con estos tratamientos, las tendencias en la supervivencia de los
gusanos se mantuvieron.
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La elaboracién del semipurificado ademas de ser costosa en términos de tiempo y recursos,
empezd a no resultar exitosa y su infectividad en N. benthamiana no era muy eficiente y
reproducible. Estd descrito que los viriones purificados de TSWV son bastante labiles. Esto
unido a los resultados observados en la primera evaluacién de la esperanza de vida,
llevaron al descarte de los tratamientos de los gusanos con el inéculo de semipurificado
viral. Asi, los tratamientos estudiados a partir de ahora se focalizaron en los inéculos de
TSWV-sap y sap-sano. A partir de este ensayo es cuando el TSWV-sap se elaboré justo antes
de su inoculacién. Descartado el uso del semipurificado y teniendo la posibilidad asi de
evaluar otras condiciones, se procedié a introducir de nuevo la cepa N2 a modo de control
en los ensayos (Fig. 31.
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Fig. 31. Evaluacion de la influencia de los tratamientos en la esperanza de vida de 100 individuos
de las cepas RB2519 y N2. Las barras de error representan * desviacién estandar (SD).

En esta evaluacién de la esperanza de vida, la cepa N2 mostré, a lo largo del tiempo, ligeras
diferencias de supervivencia entre las inoculaciones con sap-sano y TSWV. En los primeros
dias de evaluacion, no se observaron estas diferencias. Sin embargo, en el dia 6 se pudo
observar una diferencia en el efecto causado en la supervivencia de los gusanos N2
inducida por el tratamiento con TSWV-sap (40%) frente al de sap-sano (54%). Estas
diferencias entre ambos tipos de sap, fueron sustancialmente mayores en el caso de los
gusanos de la cepa RB2519. La influencia del indculo TSWV-sap en la disminucion de la
supervivencia, se aprecio de forma muy clara tras las 24 h de inoculacion (dia 1). Las
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diferencias entre los diversos tratamientos se observaron claramente tras estas 24 h y se
mantuvieron constantes a lo largo de la medicién de la esperanza de vida: en el dia 6 el
control de RB2519 mostré un 36% de supervivencia frente al 21% mostrado en las
incubaciones con sap-sano o el 5% de TSWV-sap.

4.4.3 Evaluacidon de supervivencia tras 24 horas

Como puede observarse en el primer ensayo de esperanza de vida realizado, las diferencias
en la supervivencia de los gusanos se observaron ya tras el periodo de 24 h de inoculacion
(Fig. 32), tanto con sap como con el semipurificado, entre las condiciones TSWV y sano.
Este hecho se repite en el segundo ensayo realizado: las diferencias observadas en el dia 1
se mantienen constantes a lo largo del ensayo.
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Fig. 32. Evaluacién de la influencia de los tratamientos en la supervivencia tras 24 h en
individuos de la cepa RB2519. Las barras de error representan + desviacion estandar (SD).

Por ello, para evaluar el efecto de los diversos tratamientos en los gusanos RB2519, se
centraron los ensayos en el efecto de las condiciones sobre la supervivencia tras 24 h. De
esta forma se realizaron tres ensayos (Fig. 33) estudiando los efectos de incubacién de
gusanos de las cepas N2 (como control) y RB2519 con los inéculos sap sano y TSWV sap.
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Fig. 33. Resultado de la supervivencia de la cepa mutante RB2519 y la cepa silvestre N2 tras
24 h de incubacién con los diversos tratamientos estudiados. Media de tres inter-ensayos. Las
barras de error representan * desviacién estandar (SD).

Analizando la supervivencia promedio de los nematodos a lo largo de los tres ensayos, se
observé como en la cepa control N2 las diferencias en la supervivencia no eran significativas
entre los tratamientos realizados (82% controll vs 74% sap-sano vs 70% TSWV-sap).

En la cepa mutante RB2519 se aprecidé un descenso de la supervivencia en el tratamiento
con TSWV-sap (29%) frente al mismo tratamiento realizado con sap-sano (67%) o con el
control (82%). En este caso las diferencias entre los tratamientos si mostraron diferencias
significativas cuando fueron evaluados empleando la prueba exacta de Fisher (P < 0,05).

4.5 Evaluacidon molecular de la posible replicacién de TSWV en C. elegans

4.5.1 Optimizacion de las extracciones de RNAt a partir de C. elegans

Para poder cuantificar el nimero de particulas virales en una muestra, previamente es
necesario realizar una extraccion de RNAt. En este trabajo fue necesaria la puesta a punto
de la extraccion de RNAt del nematodo C. elegans.

Lograr extraer una buena cantidad de RNAt de C. elegans requiere manipular y disponer de
una cantidad elevada de gusanos. En nuestros ensayos (ver mas adelante) los gusanos eran
muy complejos de manejar, y su incubacién con extractos virales afiadia suciedad a las
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muestras en las que los gusanos se encontraban, procedente de los restos vegetales.
Debido a estas circunstancias, fue necesario comprobar varios protocolos de extraccién,
con diversas optimizaciones para hallar el mas apropiado para nuestros experimentos.

En todos los protocolos de extraccion comprobados fue necesario primero eliminar la
gruesa y fuerte cuticula del nematodo para poder extraer el material genético del mismo.
Dos métodos mecdnicos fueron comprobados en este trabajo: sonicacion y rotura por
choque térmico. Esta segunda implica largos procesos de congelacién-descongelacion y
agitacioén violenta con un vortex para romper la cuticula. Después de varios ensayos sin
obtener un rendimiento aceptable utilizando sonicacién, se decidié emplear la rotura con
choque térmico.

En cuanto a la extraccidn y purificacion de RNAt del nematodo, el protocolo de extraccion
manual utilizando Ribozol, fue el que mejores resultados nos dio. Al partir de un nimero
reducido de gusanos de los que obtener una cantidad razonable de RNAt, se realizaron dos
extracciones con cloroformo y se adiciond glicdgeno en el paso de precipitacion final, lo
gue resulté clave.

Fig. 34. Gel de agarosa 1%, TAE x 1. Se observa el RNAt (rRNAs) purificado a partir de =100
gusanos (2) y de =200 gusanos (3) junto al marcador 1 Kb Plus (Fisher).

Con la rotura por choque térmico y el protocolo de extraccién indicado, se consiguié una
cantidad reducida pero suficiente de RNAt, entre 60 y 200 ng/ul. Al correr este RNA en
geles de agarosa se observé la ausencia de DNA gendmico y la presencia de las bandas de
los principales rRNAs (Fig. 34), por lo que a pesar de no disponer de una elevada cantidad
de RNA, la preservaciéon de éste era buena.
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4.5.2 Cuantificacion de TSWV en C. elegans: éreplicacion viral?

Una vez obtenido el RNAt de las muestras tomadas a lo largo de 24 h, en éstas se

cuantificaron de forma absoluta las particulas virales mediante qRT-PCR (Tabla 4 y Fig. 35).

Tabla 6. Resultados de las cuantificaciones de TSWV mediante qRT-PCR en muestras
tomadas a lo largo de 24 h. Las dos primeras columnas indican el nombre de cada muestra
junto a la abreviatura empleada para identificarlas en la Fig. 35. Los datos se muestran en
numero de moléculas de TSWV /ng RNAt junto a su desviacion estandar (SD). En la ultima
columna se indican los datos de cuantificacion (nimero de moléculas de TSWV /ng RNAt)
normalizados respecto al dato obtenido en TSWV sap T1.

. Tiempo de e . Normalizado
Muestra Abreviatura muestreo Cuantificacién | SD a TSWV sap T1
C. elegans + 1W 0,5 h
TSWV sap T1 3.138.896,10 |245.146,84 1.166.152,48
C. elegans + SW 25h
TSWV sap T2 3.103.814,12 |260.907,81 1.131.070,50
C. elegans + 3W ch
TSWV sap T3 2.188.593,48 |575.387,87 215.849,86
C. elegans + aw 75h
TSWV sap T4 3.500.195,38 |199.376,19 1.527.451,76
C. elegans + SW 10 h
TSWV sap T5 2.216.803,08 |33.073,22 244.059,46
C. elegans +
TSWV sap T6 6W 12,5h 1.690.254,38 |222.637,03 |-282.489,24
C. elegans +
TSWV sap T7 W 20,5h 1.831.668,33 |240.901,43 |-141.075,29
C. elegans +
TSWV sap T8 sW 22,5h 1.073.623,05 |199.097,46 |-899.120,56
C. elegans +T 9w 54 h
SWV sap T9 2.357.503,44 |64.850,07 384.759,82
TSWV sap T1 1 0,5h 1.972.743,62 |111.169,45 (0,00
TSWV sap T2 2 2,5h 2.379.529,54 |247.502,22 |406.785,92
TSWV sap T3 3 5h 2.531.586,67 |135.280,45 |558.843,05
TSWV sap T4 4 7,5h 1.573.320,94 |218.724,02 |-399.422,68
TSWV sap T5 5 10 h 2.285.250,03 |202.052,28 |312.506,41
TSWV sap T6 6 12,5h 1.440.768,99 |164.993,44 |-531.974,63
TSWV sap T7 7 20,5 h 1.350.093,16 [111.974,39 |-622.650,46
TSWV sap T8 8 22,5h 2.715.612,00 |646.439,77 |742.868,38
TSWV sap T9 9 24 h 1.028.486,27 |98.870,41 -944.257,34
C.elegans Nematodo |- 2,19 0,01 -1.972.741,43
RNAt TSWV TSWV Nb - 1.474.986,01 |104.812,22 |-497.757,61
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Fig. 35. Resultados de las cuantificaciones de TSWV en las muestras de C. elegans + sap (en azul,
desde T1 a T9), en sap (en verde, desde T1 a T9), en muestras de C. elegans y en una extraccién
(en gris) de RNAt del material vegetal empleado en las inoculaciones (TSWV Nb). Las barras de

Moleculas TSWV/mg

TSWY Nb  —

Mematodo |

error representan * desviacion estandar (SD).

Los datos obtenidos muestran una deteccidon de TSWV en las muestras en un rango que
oscila entre 1y 3,5 x 10° moléculas de TSWV/ng de RNAt. Esta deteccién se da en todas
menos en la muestra control, que contenia solamente nematodos, en la cual no se
amplificé el virus (2 + 0,01 moléculas de TSWV/ng). En el control positivo con tejido de N.
benthamiana (Nb) infectado con TSWV se detectaron 1,47 + 0,10 x 10°® moléculas de
TSWV/ng de RNAt

Las muestras de C. elegans incubados con TSWV-sap sufrieron un descenso en la cantidad
de moléculas de TSWV/ng detectadas desde 0,5 h hasta 5 h sufriendo un repunte tras 7,5
h donde se alcanza un valor maximo de 3,5 +0,19 x 10® moléculas de TSWV/ng. A partir de
ese momento la cantidad de moléculas vuelve a descender hasta tener otro ligero repunte
tras las 24 h, con 2,3 +0,06 x 10 moléculas de TSWV/ng. En los mismos tiempos la
tendencia en el sap sin gusano se mostré contraria o con valores de acumulacion de dos a
tres veces inferiores. Las muestras de TSWV-sap mostraron su maximo a 5 h con 2,5 +0,13
x 108 moléculas de TSWV/ng.

Al comparar los valores Ct en las graficas de la cuantitativa (Fig. 36), podemos observar
como la deteccién de TSWV de las muestras que contenian solo C. elegans sanos, se
mantuvieron a niveles del NVC de planta sana. Ademads, los valores de las muestras
problema gusano-sap (W) o sélo sap, quedaban dentro del rango de deteccidn cubierto por
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la curva estandar (panel A), siendo éste entre la dilucion SC2 y la SC3. En el panel B se
observa como la cantidad de TSWV detectado en dichas muestras oscila entre 1 x 108
moléculas de TSWV/ng RNAt y 2 x 107 moléculas de TSWV/ng RNAL. Las curvas de fusién
de ambos tipos de productos, corroboran que el amplicdn obtenido es muy especifico,
detectando Unicamente TSWV en las muestras de gusano.
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Fig. 36. Datos obtenidos de la gRT-PCR. Panel superior: a la izquierda podemos observar los
rangos de valores Cr de las muestras problema cubiertas por la curva estandar; a la derecha las
curvas de amplificacion. Panel inferior: productos de las curvas de fusién y Tp.
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En algunos tiempos se observaron valores andmalos. Estos valores podrian explicarse por
la suciedad que, a pesar de las optimizaciones llevadas a cabo, mostraron las extracciones.
Ademas, debe tenerse en cuenta que la cuantificacion es absoluta y es posible que se hayan
arrastrado inhibidores de la extaccién a la gRT-PCR. De entre estos valores andmalos, la
muestra que mas se distancié de la tendencia mostrada por el resto de su serie fue 5 h en
C. elegans +TSWV-sap, con 2,1 +0,57 x 10® moléculas de TSWV/ng RNAt. En TSWV-sap se
observd una anomalia en 22,5 h con 2,7 +0,64 x 10° moléculas de TSWV/ng RNAt. Cabe
destacar que justo en estas dos medidas es donde la SD es mayor, con valores de 0,57 y
0,64 x 10° cuando el resto de valores SD oscila entre 0,03 y 0,26 x 10°.

Con el fin de poder comparar de una forma mds apropiada las muestras de C. elegans
incubados con TSWV-sap con las muestras TSWV-sap se procedié a normalizar los datos en
funcién de los datos de muestra TSWV-sap a tiempo 0,5 h, que eran los datos de la primera
muestra tomada del periodo de inoculacidn. Los datos de esta normalizacién pueden verse
en la Tabla 6 y estan representados en la Fig. 37. En los datos normalizados podemos ver
como, exceptuando los valores andmalos anteriormente comentados (5 y 22,5 h), los
valores de C. elegans incubados con TSWV-sap son siempre mayores a los de TSWV-sap,
sugiriendo ésto una posible replicacién de TSWV dentro del gusano que resulte en una
mayor cantidad de moléculas virales detectadas, o una proteccién de los genomas virales
en presencia del gusano.

2.000.000,00
1.500.000,00
1.000.000,00
500.000,00
0,00

-500.000,00

-1.000.000,00

Moléculas TSWV/ng normalizado a TSWV sap T1

-1.500.000,00

— N ematodos+ TSWY sap TS50 sap

Fig. 37. Resultados de las cuantificaciones de TSWV normalizado al valor de acumulacidn
observado para TSWV-sap a las 0.5 h. Se muestran los datos de C. elegans + TSWV sap (en
azul) y en sap (en verde) a lo largo de 24 horas.
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La normalizacion de los datos obtenidos es un paso importante a la hora de analizar los
mismos. En los estudios de infeccién de trips con TSWV, la acumulacion de éste se suele
realizar de forma relativa empleando un gen de expresién constitutiva como el gen de
actina del trip para minimizar el posible efecto de los inhibidores en la qRT-PCR. De realizar
estudios adicionales con el nematodo, seria conveniente investigar la posibilidad de realizar
la normalizacién respecto a uno o mas genes constitutivos de C. elegans. Los datos
obtenidos de las muestras a lo largo de 24 h, unidos al efecto negativo del virus
fitopatégeno TSWV en la supervivencia de C. elegans, sugieren una posible infeccion del
virus en los nematodos de cepas mutantes cuyo sistema de defensa RNAi estd
comprometido.

Es importante sefalar que este estudio fue realizado alo largo de 24 h, puesto que los datos
obtenidos en los ensayos exploratorios nos indicaban que este primer periodo de 24 h era
en el que mayor mortalidad se producia (Fig. 30). Sin embargo, no debe descartarse que la
replicacion y acumulacién en el gusano pueda producirse en otro periodo de tiempo: basta
recordar la mayor mortalidad a dia 6 causada por el inéculo con TSWV en los ensayos de
esperanza de vida (Fig. 30 y Fig. 31). Seria interesante evaluar la replicacién a distintos
tiempos, mas alla de las 24 h, con el fin de conocer qué esta sucediendo. En el trip (su vector
animal natural) el periodo de adquisicién (el equivalente a nuestro periodo de incubacién)
es un factor que provoca diferencias en los valores de incidencia del virus (Ullman et al.
1992).

Ademas del periodo de incubacién, en la infeccién de TSWV en trip (su vector animal
natural) también resulta fundamental el estado de desarrollo del insecto. La importancia
de este factor es tal que en F. occidentalis la adquisicion del virus esta restringida al primer
y segundo estadio larvario (Margari et al. 2014), acumulandose el virus es estos estadios
mientras que en adultos la acumulacién es muy baja. La importancia del estadio larvario en
el insecto parece ser clave también en el caso de C. elegans. Como modelo infeccioso de
hongos y bacterias C. elegans ha mostrado una mayor receptividad a la infeccidon en estados
larvarios, demostrandose diferencias en el éxito infectivo incluso entre las propias cuatro
fases larvarias (Sun 2015), aunque su efecto sobre la replicaciéon y acumulacion viral no ha
sido estudiado.

Otro factor que influye en el éxito de replicacion en trips es su sexo, mostrando valores de
acumulacion entre 2,76 x 10° a 1,40 x 107 moléculas de TSWV/ng en hembras y entre 6,7 x
10° a 6,5 x 10% en machos (Rotenberg et al. 2009). Estas cuantificaciones en trips estdn
dentro del rango de moléculas detectadas, a lo largo del trabajo, en los nematodos de la
cepa mutante RB2519: siendo de 1 a 3,5 x 10® moléculas de TSWV/ng de RNAt, un dato
que resulta muy interesante. Seria interesante realizar el mismo ensayo a lo largo de 24 h
con la cepa silvestre N2 con el fin de observar si se produce una amplificaciéon del virus en
dichos nematodos vy, de ser asi, en que rango se encuentra. En el trabajo de Félix et al.
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(2011) en el que se describe una infeccién virica en JU1580, la replicacion en dicha cepa
proporciona valores de acumulacién entre 50 y 100 veces superiores a los de N2.

Como se ha explicado a lo largo del trabajo, son numerosos los factores que pueden
favorecer o limitar el éxito infeccioso de TSWV. Aun es desconocido el por qué en trips
algunos individuos de la misma cohorte expuestos a condiciones similares expresan una
cargar viral distinta entre ellos (Rotenberg et al. 2009). Con el avance técnico y la cantidad
de recursos disponibles para C. elegans resultaria posible la inoculacion con TSWV vy
posterior estudio de grandes sumas de nematodos a nivel individual. El empleo de
maquinaria de ultima generaciéon (como el WorMotel que préximamente Biopolis
dispondra en funcionamiento) permitiria realizar un seguimiento de la esperanza de vida
individual y con mayor toma de datos, conociendo asi con mayor detalle los efectos
causados por el virus en el gusano. Perfeccionando la obtencién de RNA, también
podriamos conocer si esta diferencia de carga viral entre individuos esta sucediendo
también en C. elegans. Ademas, también nos permitiria evaluar el porcentaje de gusanos
infectados sobre el total y la persistencia de este porcentaje de gusanos portando el virus
a lo largo del tiempo. En trips se sabe que el porcentaje de individuos que retienen el virus
desciende drasticamente tras dejar de estar en contacto con él (Ullman et al. 1992).

Los resultados obtenidos en este trabajo son fruto de una investigacidn realizada con el fin
de explorar las posibles condiciones en las que una infeccion viral en el nematodo pudiese
ser factible. La escasa informacidn sobre infecciones virales en C. elegans, que es un
organismo modelo, y la necesidad de optimizar la mayoria de los protocolos a este nuevo
modelo virus-huésped, hacen de los datos obtenidos de este trabajo una base muy
interesante para futuros proyectos. En todo caso, para confirmar de forma definitiva la
infeccidn y replicacién es necesario realizar (siguiendo las pautas ya establecidas en esta
investigacion) ensayos adicionales con sus respectivas pruebas moleculares.

La capacidad de TSWV de infectar con éxito C. elegans abre una amplia gama de
posibilidades para el estudio de las interacciones huésped-virus: (i) la evolucion del rango
de huéspedes en los virus de ARN, (ii) el establecimiento de los mecanismos moleculares
gue intervienen en esta interaccion huésped-virus y (iii) la interaccion entre la infeccién
viral y la diferenciacidn celular y el desarrollo del organismo, entre muchos otros.
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5. CONCLUSIONES

- Para investigar la posible infeccidn de C. elegans con TSWV, se realizaron un conjunto de
optimizaciones imprescindibles. Se desarrolld un protocolo de inoculacién eficiente del
virus en los huéspedes vegetales N. benthamiana y pimiento, consiguiendo ensayos
reproducibles y sensibles en cabinas de invernadero. Se maximizé la tasa infectiva en la
primera especie determinando el indculo viral mas eficiente y consiguiendo un stock viral
de referencia.

- Se puso a punto la cuantificacién absoluta de TSWV. Para ello, se optimizaron: las
condiciones de extraccién de RNAt de las muestras de C. elegans, estableciendo la
extraccidon por choque térmico y la purificacién manual con Ribozol como la metodologia
mas eficiente y, la técnica de gRT-PCR. Esto permitid disponer de una técnica eficaz,
especifica y sensible, que permitia de detectar el virus en un rango comprendido entre las
5x 108y las 256 moléculas de TSWV.

- Se establecid el sap viral, preparado justo antes de la inoculacién, como el mejor indculo
en los ensayos con C. elegans, siendo seleccionada la cepa RB2519, mutante en el
mecanismo de de defensa basado en RNAi, como la mds adecuada para evaluar la infeccion.
Se establecieron los parametros supervivencia y esperanza de vida de los gusanos a lo largo
del tiempo de su incubacién con diversos indculos, como los mas eficaces. Se determiné
gue los tamafios poblacionales minimos de gusanos por tratamiento a evaluar debian ser
al menos de 50 a 100, ya que cantidades inferiores no proporcionaban la robustez
estadistica necesaria.

-La inoculacion de gusanos de la cepa mutante RB2519 con un extracto vegetal infectado
con TSWV durante 24 h, provocd un descenso en la esperanza de vida y supervivencia de
éstos. Este efecto negativo no se observd en bioensayos paralelos con la cepa silvestre N2.
A lo largo de dicho periodo de inoculacion, las cantidades de particulas virales detectadas
en gusanos de la cepa RB2519 incubados con extractos de TSWV, eran significativamente
mayores que en extractos equivalentes conteniendo sélo TSWV.

- En este trabajo se demuestra que el empleo de la cepa mutante RB2519 de C. elegans,
deficiente en la maquinaria de silenciamiento génico, resulta imprescindible para el estudio
de posibles infecciones virales.

- Todos estos resultados sugieren que el arbovirus TSWV podria infectar y replicarse en C.
elegans, y muestran el potencial del patosistema TSWV-C. elegans para abordar futuros
estudios de interaccion virus-huésped.
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ANEXO

Type of straiegy Virus® Genome Experimental features
Jamily
In vitre infection V8V ssRMNA(=) V5V engineered to encode a GFP fusion protein was utilized o
Riabdoviridae infect wild-type and RNAi-defective cells of C. elegans.
Cells lacking componenis of the RNAI apparatus produced
more (iFP and infective particles than wild-type cells.
Furthermore, mutant cells with enhanced RNAi produced less
GFP.
In vive infection ¥Y dsDMNA covalently A recombinant VY expressing a lacZ reporter gene was used to

Poxviridae

Matural and experimental Orv
infection Nodaviridae

Transgenic expressing a fragment  FHY
of 2 viral genome Nodaviridae

Transgenic expressing a viral gen  AcMNPY

Baculoviridae

HDV
Unassigned

HBV

Hepadnaviridae

Feeding worms with a viral HIV-1
protein Retroviridae

Joined ends

ssRNA(+)
bipartite

sSRNA(+)
bipartite

dsDNA circular

sSRNA(—}

dsDMA circular
(gapped)

ssRNA(+)
(2 copies)

monitor viral genome replication. The ¥V entry was
facilitated by a PEG-mediated infection protocol. Blue X-Cal
[raining was observed in many tissues and organs.

Wirus replication was significantly enhanced in ced-3, ced-4,
ced-9(gf), and egl-1(If) mutants, demonstrating that the core
programmed cell death genes control ¥V replication in C.
elegans.

OrY persisted in C. elegans cultures through horizontal
transmission, causing major damage in intestinal cells, albeit
with remarkably little effect on the animal: worms continued
moving, eating, and producing progeny, although at a lower
rate.

C. elegans rde-1 mutation (RNAQ pathway ) conferred
susceptibility to the OrY.

Worm strains were generated o carry either a chromosomally-
integrated FHV RNAl or RNA2 transgene. Drosop hila
culture cells were transfected with RNA extracted from
worms o verify the biological activities of FHY ENAs

FHY replication triggered potent antiviral silencing in
elegans that requires RDE-1. The worm immunity was
capable of rapid virus clearance in the absence of expression
of FHY B2 protein, a RNAI inhibitor.

The p33 gene is an inhibitor of virus-induced apoptosis in
insect cells. The expression of p33 in C. elegans prevented
death of cells normally programmed to die. This suppression
of developmentally programmed cell death resulted in the
appearance of extra surviving cells. Expression of p35 could
prevent the embryonic lethality of a mutation in ced-9, an
endogenous gene homologous to the mammalian apoptotic
suppressor bel-2,

HDAg is a multifunctional protein involved in pathogenesis.
Ubviguitous expression of HDAg in transgenic worms resulted
in 20 % to 70 % sterility, while worms expressing HDAg in
the pharynx displayed 70 % sterility. Most worms expressing
HDAg in pharynx were arrested at larval stage 2 or 3 and
displayed a 70 % reduction in brood size.

HBx is a multifunctional protein that is crucial for HBY
infection and pathogenesis and a contributing cause of
hepatocyite carcinogenesis. The expression of HExX in C.
elegans induced apopiosis and necrosis, which mimics one of
the early cellular events following liver infection by HBY.
HE x-induced cell death pathways involved cell death
regulators and executors and components of the necrosis
pathway.

The MNef protein regulates multiple functions in the host that
enhance HI'V-1 pathogenesis. The feeding of worms on
bacteria transformed with a sequence of Nef resulted in its
absorption via the gut. Nef induced several altered
physiclogical effects in animals such as lipodystrophy,
impaired locomotion, compromised reproductive
performance and reduced life span. These physiological
effects were comparable o with pathologic symptoms in
manmals.

* Abbreviations: AcMNPV, Autographa californica multiple nucleo polyhedrovirus; FHY, Flock House virus; HBV, hepatitis B virus: HDV,
virus; HIV-1, human immunodeficiency virus 1; OrY, Orsay virus; VSV, vesicular stomatitis virus; V'V, vaccinia virus
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Anexo 2. Ensayo de esperanza de vida en el que se observa un gran efecto del sap sano junto al TSWV sap. Este
resultado se explicaria como una contaminacién al observar infecciones en los lotes de N. benthamiana
inoculadas con ese mismo sap supuestamente sano.

Anexo 1. Recopilacién de Diogo y Bratanich 2014 de las investigaciones realizadas en C. elegans con virus

hasta ese momento.
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