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Resumen

Los virus vegetales son agentes infecciosos que actlan como parasitos intracelulares
obligados, ya que s6lo pueden replicarse y completar su ciclo de infeccion dentro de una
célula hospedadora adecuada. Las plantas se protegen de su infeccion mediante una
serie de mecanismos de defensa, siendo uno de ellos el del silenciamiento génico post-
transcripcional o PTGS (postranscrptional gene silencing). Como respuesta al
silenciamiento de RNA en plantas, los virus han desarrollado estrategias especificas
basadas en la utilizacion de proteinas propias con capacidad de suprimir el
silenciamiento. Estas proteinas son diversas en secuencia y origen evolutivo y pueden
actuar en diferentes pasos de la ruta de silenciamiento. Son capaces de inhibir la
respuesta antiviral del huésped por medio de la interaccion con factores clave de la
maquinaria de silenciamiento implicados en el reconocimiento de RNA viral, el
procesamiento de dsRNAs, el ensamblaje del complejo RISC y la amplificacion de
sefial. De hecho, un virus puede presentar varias proteinas con actividad supresora del
silenciamiento de forma que cada una puede afectar a etapas diferentes de la ruta. En
algunos virus de la familia Bromoviridae se ha encontrado un supuesto gen que
codificaria la proteina 2b. En el caso del Cucumovirus del mosaico del pepino (CMV)
se ha comprobado que la proteina 2b se expresa y que dicha proteina interviene en el
movimiento sistémico a larga distancia del virus y actua como supresor del PTGS. Por
homologia en cuanto a la organizacion gendmica se ha propuesto que esa misma
proteina 2b en los miembros del subgrupo 1 de los llarvirus, deberia tener funciones
similares. Por tanto, el objetivo general de este Trabajo Final de Master consiste en
determinar la posible funcion de la proteina 2b del virus del estriado del tabaco
(Tobacco streak virus, TSV) y del virus de las manchas cloréticas anulares de la
zarzamora (Blackberry chlorotic ringsport virus, BCRV) como supresora del PTGS a
nivel local. Para ello, las ORFs de ambas proteinas se clonaron en plasmidos binarios
bajo la expresion del promotor 35S para su expresion transitoria mediante agro-
infiltraciobn. Ambas construcciones fueron expresadas en plantas de Nicotiana
benthamiana 16c las cuales expresan constitutivamente la proteina verde fluorescente
(GFP). Los resultados obtenidos sugieren que ninguna de estas proteinas tendria
actividad de supresion del PTGS, de modo que al contrario que la proteina 2b del CMV,

la de los ilarvirus no presentaria actividad de silenciamiento del PTGS a nivel local.
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1. INTRODUCCION



1. Introduccion

1.1. Importancia econdmica del tomate

El tomate (Solanum Lycopersicum), miembro de la familia de las Solanaceas, genero
Solanum, es uno de los principales cultivos horticolas en todo el mundo y el de mayor
valor econémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion
y comercio. Durante el afio 2016 la produccién espafiola fue de algo méas de 5 millones
de toneladas (segun el MAGRAMA), y ocupando en el afio 2014 el puesto 7 entre los
paises con mayor produccion a nivel mundial segin la FAO (Figura 1). Dada la
importancia econémica de este cultivo, se hace mas patente el esfuerzo tecnoldgico en
cuanto a identificacion y tratamiento de plagas y enfermedades, asi como en la
produccién de semillas resistentes, nutricion y técnicas de cultivo adecuadas a la zona

productora.
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Figura 1. Principales paises productores de tomate a nivel mundial, segdn la FAO, en millones de

toneladas, en el afio 2014.

El cultivo del tomate se ve fuertemente afectado por enfermedades que reducen
considerablemente la produccion y calidad, pudiendo llegar a ocasionar la pérdida total
del cultivo. Entre las numerosas enfermedades que le afectan, las provocadas por virus
se encuentran entre las mas importantes ya que no existen medios de lucha contra estas
enfermedades (s6lo indirectos a través de la lucha contra sus vectores o el manejo de los

cultivos).

Los virus vegetales son particulas infecciosas que actlan como parasitos

intracelulares obligados ya que solo puedan replicarse y completar su ciclo de infeccidon



dentro de una célula hospedadora adecuada, causando graves dafios al cultivo. El tomate
es especialmente sensible a una amplia gama de virus tanto de DNA como de RNA. El
cultivo puede ser infectado por un Gnico virus o por varios a la vez por lo que la
sintomatologia puede ser muy variada y en ocasiones confusa. En Espafia, las
infecciones virales que producen o han producido un mayor impacto econémico en los
cultivos de tomate son: el virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt virus,
TSWV), el virus del rizado amarillo del tomate o de la cuchara (Tomato yellow leaf curl
virus, TYLCV), el virus X de la patata (Potato virus X), el virus del amarilleo clorético
del tomate (Tomato chlorosis virus, ToCV), el virus del mosaico del pepino dulce
(Pepino mosaic virus, PepMV), el virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic virus,
ToMV), el virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV), el virus Y de
la patata (Potato virus Y, PVY) y el virus del torrado del tomate (Tomato torrado virus,
TTV). Todos ellos pueden causar dafios tanto en hojas como en el fruto, reduciendo su
rendimiento, e influyendo también en la maduracion del fruto o crecimiento de la
planta. Ademas de los virus mencionados anteriormente, también se ha detectado en los
cultivos de tomate de diferentes regiones espafiolas el virus del moteado de la parietaria
(Parietaria mottle virus, PMoV, génerio llarvirus, familia Bromoviridae), virus del que

se ocupa este proyecto final de Master.
1.2. Familia Bromoviridae

Esta familia incluye los géneros Alfamovirus y Anulavirus con un Gnico miembro y
los géneros Bromovirus, Cucumovirus, Oleavirus e llarvirus con varios miembros cada
uno. Los virus de esta familia tienen un genoma de RNA tripartito de cadena sencilla y
polaridad positiva (sSRNA+). EI RNA 1, es monocistronico y tiene un Unico marco de
lectura abierta (ORF), que codifica la proteina P1. EI RNA 2 es también monocistronico
y tiene un ORF, que codifica la proteina P2. La proteina P2 junto con la P1, forman
parte del complejo de la replicasa viral. Ademas, en el extremo 3terminal del RNA 2
del virus del mosaico del pepino (CMV) y de los miembros del género de los llarvirus,
se ha encontrado un ORF adicional (ORF 2b) que solapa con en el ORF 2 y que codifica
la proteina 2b (Figura 2). En el caso del CMV, la proteina 2b interviene en el
movimiento sistémico a larga distancia del virus y actia como supresor del
silenciamiento génico post-transcripcional o PTGS (Ding et al., 1995; Brigneti et al.,
1998; Mayers et al., 2000).



El RNA 3 es bicistrénico y tiene 2 ORFs separados por una region no codificante
(IGR). El ORF del extremo 5°terminal codifica la proteina del movimiento viral (MP) y
el del extremo 3"terminal codifica la proteina de cubierta (CP). La CP y la proteina 2b
se expresan mediante dos RNAs subgendmicos (SgRNA); la CP mediante el sgRNA 4 y
la proteina 2b mediante el sgRNA 4A. Los extremos 57y el 3" terminales de cada RNA
gendmico tiene secuencias que no se traducen (NTRs). Ademas, el extremo 5terminal
de cada RNA presenta una estructura tipo Cap (m7G5ppp) cuya funcion es protectora.
Los 3 RNAs gendmicos son encapsidados formando virones de forma esférica en los
géneros Bromovirus y Cucumovirus, baciliforme en el género Alfamovirus, y esférica o
isometrica en los géneros Oleavirus e llarvirus, aunque tambien hay virones

baciliformes en los dos dltimos géneros (Bol, 1999).
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Figura 2. Organizacion genémica de los virus pertenecientes a la familia Bromoviridae. El panel A
muestra el esquema de los miembros que no presentan en su genoma el ORF 2b, mientras que el panel B
muestra el esquema de los que si contienen el ORF 2b en la parte 3"terminal de RNA 2. Los diferentes
ORFs se representan en color verde y las proteinas que codifican (P1, P2, 2b, MP y CP) en color naranja.
Cada segmento de RNA contiene una estructura tipo Cap en el extremo 5 terminal. Las proteinas 2b y CP
se expresan a través de dos RNAs subgendmico, sgRNA 4A y sgRNA 4, respectivamente. En color gris
se representan las regiones gendmicas no traducidas. En las proteinas se sefialan los diferentes dominios
conservados: Metiltransferasa (MET), Helicasas (HEL), RNA polimerasa dependiente de RNA (POL),
Dominio de Unidn al RNA (RBD), Region Hidrofobica (HR), y la Region de Dimerizacion (DR).



1.3. Género llarvirus

El género llarvirus esta compuesto por 19 especies segun el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (International Committe on Taxonomy of Viruses, ICTV, 2013),
incluidos en 4 subgrupos (Tabla 1). La extrema labilidad de sus particulas virales y la
naturaleza lefiosa de las plantas hospedadoras de la mayoria de ellos ha dificultado su
purificacion, manipulacion y transmision mecéanica a hospedadores herbaceos
experimentales lo que ha obstaculizado enormemente los estudios dirigidos a conocer
sus propiedades estructurales y funcionales (Pallas et al., 2013). Sin embargo, el PMoV

es un virus del género llarvirus cuyos huéspedes son herbaceos.

Tabla 1. Clasificacion de los virus pertenecientes al género llarvirus, segin el comité internacional de

taxonomia de virus (ICTV 2013). Las especies de virus incluidos dentro del género en el 2014 pero que

no han sido asignadas aun ningun grupo se marcan con un asterisco (*).

Subgrupo 1

Virus del moteado de la parietaria Parietaria mottle viurs. PMoV

Virus de la mancha clorética anular de zarzamora | Blackberry chlorotic risgspot virus. BCRV

Virus shock necrético de la fresa Strawberry necrotic shock virus. SNSV

Virus del estriado del tabaco Tobacco streak virus. TSV

Subgrupo 2

Virus 2 del esparrago Asparagus virus 2. AV2

Virus del arrugamiento de la hoja de los citricos Citrus leaf rugose virus.CLRV

Virus del variegado de los citricos Citrus variegation virus.CVV

Virus del moteado del olmo Elm mottle virus. EMoV

Virus de la mancha anular de la lila Lilac ring mottle virus. LRMV

Virus latente de la espinaca Spinach latent virus. SpLV

Virus del mosaico de la manzana tulare Tulare Apple mosaic virus. TAMV

Subgrupo 3

Virus de las hojas cloréticas de la lila Lilac leaf chlorosis virus.LLCV

Virus del mosaico de la manzana Apple mosaic virus. ApMV

Virus del shock del ardndano Blueberry shock virus. BIShV

Virus de los anillos necréticos de Prumus

Prumus necrotic rigspot virus. PNRSV

Subgrupo 4

Virus latent de Fragaria chiloensis

Fragaria chiloensis latent virus. FCILV

Virus del enanismo del ciruelo

Prune ....... Virus. PDV

Virus incluidos en el 2013

Virus latente de Humulus japonicus*

Humulus japonicus latent virus. HILV

Virus de los arabescos del ciruelo*

American plum line pattern virus. APLPV
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En los miembros de los subgrupos 1y 2 se ha descrito la presencia del sgRNA 4A
derivado de RNA 2, habiéndose detectado su presencia en plantas infectadas con PMoV
y con el virus latente de la espinaca (Spinach latent virus, SpLV) (Xin et al., 1998; door
Peeters, 2009). Ademas, en el caso del SpLV se ha podido sintetizar in vitro la proteina
2b, aunque hasta la fecha ésta no ha podido ser detectada en plantas infectadas (Xin et
al., 1998) y por homologia de secuencia con la proteina 2b del CMV se ha especulado
que podria estar implicada en el movimiento sistémico del virus (Xin et al., 1998; Guo y
Ding, 2002). Por otro lado, la proteina 2b del virus 2 del esparrago (Asparagus virus 2,
AV?2) se ha comprobado que puede actuar como supresor del silenciamiento génico a
nivel sistémico, pero no a nivel local (Shimura et al., 2013). También algunos miembros
del subgrupo 4 presentan un segundo ORF en el RNA 2, pero a diferencia de lo que
sucede con CMV y los miembros de los subgrupos 1 y 2, este se encuentra en el
extremo 5°terminal (Tzanetakis y Martin, 2005). En la Figura 3 se muestra el arbol
filogenético basado en la supuesta secuencia de amino&cidos de la proteina 2b de los

aislados de los subgrupos 1y 2.

— TAMV
L ciLrV
AVIT
cvV
EMoV
SpLV
LRMV
— BCV

— PMoV
Subgroup 1 — TSV

Subgroup 2

— SNSV
CMV

Figura 3. Arbol filogenético de los subgrupos 1y 2 de los llarvirus basado en la secuencia de

aminodcidos de la proteina 2b.

A partir del sgRNA 4 se sintetiza la CP que ademas del papel estructural de dicha
proteina, en los miembros de este género desempefia un papel esencial en el proceso de

infeccién. Para empezar la infeccion se requiere la union de la CP a los extremos 3 del
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RNA del inoculo, este proceso se llama “activacion del in6culo”. En la mayoria de los
virus de RNA de plantas, existe una cola de poli-A o una estructura similar a un tRNA
(TLS) que se encuentra en la region 3 no traducida (3" NTR), pero en los llarvirus las 3
regiones 3° NTR se pliegan formando una estructura con varios lazos y tallos
flanqueados por secuencias no apareadas, con sitios de union especificos para la CP
(Bol, 2005). Los 3" NTR adoptan una estructura terciaria alternativa parecida a un TLS,
a través de la formacion de un pseudonudo. Este cambio de forma es desencadenado por
la CP y constituye un mecanismo regulador en su ciclo vital (Olsthoorn et al., 1999;
Aparicio et al., 2003).

1.4. Virus del moteado de la Parietaria (PMoV).

Aunque los llarvirus se encuentran frecuentemente infectando huéspedes lefiosos,
PMoV se detectd por primera vez en lItalia en el afio 1989 infectando plantas de
parietaria (Parietaria officinalis) que mostraban sintomas de mosaico amarillo o
“mottling” (Caciagli et al., 1989). Posteriormente, se aislo de plantas de tomate un virus
con la misma organizacion genomica (Figura 4) y biologicamente y serolégicamente
relacionado con PMoV, denominado inicialmente "tomate llarvirus 1" (TI-1) y mas
tarde PMoV-T (cepa de PMoV de tomate) (Lisa et al., 1998).

ORFZbEMRNA2 2922 nt

e «— — HZ2KRg RNA 4A

e _RNA4 1050 nt

Figura 4. Representacion esquematica de la organizacion y expresion del genoma PMoV-T. Las
subunidades P1y P2 son traducidas a partir de los RNA genémicos 1y 2, respectivamente. La proteina de
movimiento (MP) se traduce a partir del RNA gendémico 3. La proteina de cubierta (CP) y la proteina 2b
se traducen a partir de los RNA subgenomicos 4 y 4A, respectivamente. (Figura basada en Hong-Wu et
al., 1998).
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En estos Gltimos afios, el virus ha sido detectado en cultivos de tomate y pimiento en
diferentes paises del Mediterraneo, particularmente en Espafa, Italia, Francia y Grecia
(Marchoux et al., 1999; Roggero et al. Al., 2000; Aramburu, 2001; Janssen et al., 2005).
La propagacion de PMoV probablemente sea mayor de la observada debido a que su
presencia podria estar pasando inadvertida, ya que la sintomatologia que produce tiene
gran similitud con la que desencadenan otros virus como el CMV, el TSWV o el virus
del torrado del tomate (ToTV)

Las plantas infectadas con PMoV muestran un mosaico necrético en las hojas que se
extiende por el tallo y el &pice. Después de las primeras etapas de la infeccidn, aparecen
nuevos brotes asintomaticos, y finalmente las plantas muestran nuevamente sintomas de
mosaico necrdtico, pudiendo provocar incluso la muerte de la planta. Los frutos de
plantas afectadas muestran anillos acolchados y parches marrones, que se convierten en

cicatrices necroticas (Figura 5).

A

Figura 5. A) Sintomatologia en fruto de tomate, B) Sintomatologia en brote y apice

Aunque todavia no se ha determinado el mecanismo preciso de la diseminacion de
PMoV en condiciones de campo, todos los resultados publicados hasta la fecha indican
que el polen de plantas infectadas de P. officinalis sirve como fuente para la
propagacion del virus a otras especies vegetales (Aramburu et al., 2010). En las plantas
de P. officinalis infectadas hay transmision por semilla, lo que permite el
mantenimiento de la infeccion en campo a lo largo del tiempo. Ademas, el PMoV puede
transmitirse con éxito mediante inoculacion mecanica a una amplia gama de huéspedes,
aunque la eficiencia de transmision mecéanica en plantas de tomate no es muy eficaz
(Aramburu et al., 2010).
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1.5. El silenciamiento génico en plantas

Cierto tipo de moléculas de RNA pueden regular la expresion de algunos genes, este
fendmeno conocido como interferencia de RNA (RNAIi) es un mecanismo,
evolutivamente conservado en eucariotas, utilizado para suprimir o “silenciar” la
expresion de determinados genes. El silenciamiento génico desempefia un papel muy
importante en diversos procesos biologicos, tales como el mantenimiento de la
integridad del genoma, la regulacion de procesos del desarrollo y/o la defensa frente a
acidos nucleicos invasores, tales como transgenes, transposones y virus (Voinnet, 2001;
Vaucheret, 2006; Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009). El mecanismo actla de manera
especifica de secuencia por medio de pequefios RNAs de 20 a 40 nucledtidos (nt) de
longitud (short interfering RNAs, siRNAs) que pueden operar a varios niveles, bien por
represion transcripcional asociada con la metilacion de regiones promotoras
(transcriptional gene silencing, TGS), o por regulacion post-transcripcional asociada
con la inactivacion o degradacion de transcritos (post-transcriptional gene silencing,
PTGS) o por represion traduccional (Kim, 2003; Adenot et al., 2006; Sen and Blau,
2006; Minois et al., 2010).

El silenciamiento por RNA se induce por la presencia de moléculas de RNAs de
doble cadena (dsRNA, double strand RNA) que podrian derivar de la replicacion viral,
de repeticiones invertidas, de la transcripcion convergente de transgenes y transposones,
de locis enddgenos con una alta estructura secundaria, o bien generarse por la accion de
RNAs polimerasas dependientes de RNA (RDR) a partir de RNAs de cadena sencilla
(ssRNA, single strand RNA). Las moléculas de dsRNA son procesadas por RNasas de
tipo 111 (Dicer) denominadas en planta DCLs (Dicer-like), en pequefios RNAs (SRNAs,
small RNAs) de doble hebra de entre 19 y 25 nt que presentan 2 0 3 nt protuberantes en
el extremo 3" de ambas cadenas (Elbashir et al., 2001). DCL requiere de la accion de
una DRB (dsRNA binding protein), para que el procesamiento del dsSRNA se produzca
de un modo preciso y eficiente (Hiraguri et al., 2005; Eamens et al., 2012 a, b). La
metilacion de los SRNAs generados mediada por la metil transferasa HEN1 (Boutet et
al., 2003), los protege de la degradacion. Una de las hebras del SRNA es incorporada a
un complejo de silenciamiento inducido por RNA denominado RISC (RNA induced-
silencing complex) que contiene, entre otros componentes, una endonucleasa llamada
Argonauta (AGO). Una vez ensamblado, en el caso del PTGS, este complejo es guiado

por el sSRNA hasta un mRNA diana de secuencia complementaria al que se une
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induciendo la inhibicion de su traduccibn o su degradacion. En plantas, el
silenciamiento inducido en una célula puede moverse célula a célula y a largas
distancias alcanzando tejidos distales. Asi, si la sefial de silenciamiento se propaga de
un modo mas rapido del que lo hace el virus, los tejidos distales estaran alertados y de
este modo tendrén la capacidad de resistir a la invasion viral (Ding y Voinnet, 2007). En
el TGS, el complejo es guiado hasta un DNA de secuencia complementaria al que se
une, induciendo su metilacién y bloqueando su transcripcidn. Existe un proceso de
amplificacibn de la sefial de silenciamiento mediado por RNAs polimerasas
dependientes de RNA (RDR), que resulta en la generacion de nuevas moléculas de

dsRNA que son procesadas en SRNAs secundarios (Figura 6).
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Figura 6. Modelo simplificado de silenciamiento de RNA en plantas. El silenciamiento se induce

por la presencia de dsRNAs procedentes de la replicacion de virus de RNA, virus de DNA, transgenes
etc. EI dsRNA es cortado por Dicer en pequefios RNAs de interferencia (SiRNA) que se incorporan en el
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y lo guian a mRNAs de secuencia homologa,
degradandolo y generando mas siRNAs. Los siRNAs pueden moverse sistematicamente y causar

silenciamiento sistémico. Ademas, algunos siRNAs pueden mediar en la metilacion del DNA.

1.5.1. Supresores virales del silenciamiento de RNA

Como respuesta al silenciamiento de RNA en plantas, los virus han desarrollado
estrategias especificas basadas en la utilizacion de proteinas propios con capacidad de
suprimir el silenciamiento. Estas proteinas supresoras del silenciamiento de plantas son

diversas en secuencia y origen evolutivo y pueden actuar en diferentes pasos de la ruta
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de silenciamiento. Son capaces de inhibir la respuesta antiviral del huésped por medio
de la interaccion con factores clave de la maquinaria de silenciamiento implicados en el
reconocimiento de RNA viral, el procesamiento de dsRNAs, el ensamblaje del complejo
RISC y la amplificacion de sefial (Figura 7).
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Figura 7. Actividad de los supresores virales del silenciamiento por RNA Las proteinas supresoras
del silenciamiento virales que se representan con circulo rojo puede actuar bloqueando el silenciamiento
mediado por dsRNAs, en distintos pasos de la ruta. HCPro del TEV (género Potyvirus), p19 del virus del
enanismo arbustivo del tomate (Tomato bushy stunt virus, TBSV género Tombusvirus), p126 y p122 del
TMV (género Tobamovirus), PO del virus del amarillo de la remolacha occidental (Beet western yellows
virus, BWYV género Polerovirus), p38 del virus del arrugamiento del nabo (Turnip crinkle virus, TCV
género Carmovirus), 2b del virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV género
Cucumovirus), P1 del virus del moteado suave del batata (Sweet potato mild mottle virus, SPMMV
género Ipomovirus). AC4 del virus del mosaico de la yuca africana (African cassava mosaic virus,
ACMV género Begomovirus), p21 del virus del amarilleo de la remolacha (Beet yellow virus, BYV
género Closterovirus). Tomado de Shimura y Pantaleo, 2011.
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De hecho, un virus puede presentar varias proteinas con actividad supresora del
silenciamiento de forma que cada una puede afectar a etapas diferentes de la ruta de
silenciamiento (Csorba et al., 2015). La mayoria de las proteinas con actividad
supresora del silenciamiento identificadas son multifuncionales ya que ademas actian
como proteinas de cubierta, replicasas, proteinas de movimiento, factores implicados en
la transmision o reguladores transcripcionales (Roth et al., 2004; Burgyan and Havelda,
2011; Wang et al., 2012). En otras ocasiones esas proteinas se caracterizaron
inicialmente como determinantes de patogenicidad y virulencia al estar relacionadas con
la aparicion de sintomas durante la infeccion viral (Garcia and Pallas, 2015). Las
proteinas supresoras del silenciamiento méas estudiadas son la proteina 2b del CMV vy
HC-Pro de potyvirus.
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2. Objetivos.

Como se ha comentado en la introduccion, en el extremo 3terminal del RNA 2 de
algunos virus de la familia Bromoviridae se ha encontrado un ORF adicional (ORF 2b)
que solapa con el ORF 2 y que codificaria la proteina 2b. En el caso del cucumovirus
del mosaico del pepino (CMV) se ha comprobado que la proteina 2b se expresa a partir
del RNA subgendémico 4A (sgRNA4) y que dicha proteina interviene en el movimiento
sistémico a larga distancia del virus y actia como supresor del silenciamiento génico

post-transcripcional o PTGS.

Por homologia en cuanto a la organizacién genémica se ha propuesto que esa misma
proteina 2b en los miembros de los llarvirus (subgrupos 1y 2), deberia tener funciones
similares. En el caso de los virus del subgrupo 1, se ha detectado la presencia del
SgRNA 4A en plantas de Chenopodium quinoa infectadas con PMoV, pero no la
proteina 2b. Ademas, en experimentos de expresion transitoria de la proteina 2b,
realizados en nuestro grupo con plantas de Nicotiana benthamiana 16c¢ (expresan
constitutivamente la proteina verde fluorescente 0GFP), se comprobo la expresion de la
proteina, pero ésta no actuaba como supresor del silenciamiento génico a nivel local ni
sistémico.

Por ello, el objetivo general de este Trabajo Final de Master consiste en realizar
experimentos similares con la proteina 2b de otros dos virus del subgrupo 1: el virus del
estriado del tabaco (Tobacco streak virus, TSV) y el virus de las manchas cloréticas
anulares de la zarzamora (Blackberry chlorotic ringsport virus, BCRV). La realizacion
de estos experimentos nos permitird determinar el papel de la proteina 2b de este
subgrupo 1 en relacion con la actividad supresora del PTGS a nivel local. Como

objetivos parciales destacan:

1- Clonacion del ORF 2b de los virus TSV y BCRV en el vector de expresion
derivado del plasmido pMOG.
2- Agroinoculacion de plantas de N. benthamiana 16¢ y determinar si la proteina

2b desempefia alguna funcion en la supresién del silenciamiento génico a nivel local.
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3. Materiales y métodos.
3.1 materiales

3.1.1. Material vegetal: planta huésped Nicotiana benthamiana

N. benthamiana (Figura 8) es un organismo modelo de investigacion con plantas
debido a su facil cultivo y a la facilidad de agroinfiltracion.

Figura 8. Nicotiana benthamiana planta y hoja.

Las plantas 16¢c empleadas en la realizacion de estos experimentos son plantas
transgénicas que expresan de forma constitutiva el mRNA de la proteina verde
fluorescente (green fluorescent protein, GFP), una proteina producida por la medusa
Aequorea victoria, que emite fluorescencia en la zona verde del espectro visible tras ser
irradiada con luz ultravioleta (UV) (Figura 9). Para este trabajo se emplearon plantas de
N. benthamiana 16¢ en estadio de desarrollo de 4 a 6 hojas. Las plantas se cultivaron en
macetas de 9 cm de didmetro con una mezcla de turba y vermiculita. Se mantuvieron en
una camara de cultivo con las siguientes condiciones:

- Régimen térmico de 22°C/20°C (dia/noche).

- Humedad relativa de 60-65%/95-100% (dia/noche).

- Fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad con una irradianza de 65-85
umol-m2-s suministrada por tubos fluorescentes con un intervalo de longitud de onda
de entre 400-700 nm.
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Figura 9. (A) Expresion de GFP en plantas de Nicotiana benthamiana. (B) plantas de N.

benthamiana silvestres. En ambos casos las plantas son iluminadas con luz UV (Brigneti et al., 1998).
3.1.2. Material bacteriano

La bacteria empleada para la amplificacion de los plasmidos fue la cepa DHS5a de
Escherichia coli, mientras que para el proceso de agroinfiltracion se utilizd la cepa

C58C1 de Agrobacterium tumefacien.

3.1.3. Plasmidos

Los plasmidos que se usaron en el desarrollo del trabajo fueron pJET1.2/blunt,
pKSmyc y pMOG 800.

El plasmido pJET1.2/Blunt de Fermentas (figura 10) se us6 como plasmido
intermedio en el proceso de clonacion y amplificacion del gen 2b de los virus TCV y
BCRV. La sintesis del gen fue encargada a la empresa Thermo Scientific al inicio del

proyecto y clonado en pJET1.2/blunt.

El plasmido contiene un origen de replicacidn para E. coli, resistencia a ampicilina y
un sistema de seleccion bajo un gen letal que facilita la identificacion de las colonias
recombinantes. El plasmido viene preparado para proceder a la ligacion del fragmento
de DNA de interés. Tras la ligacion el gen letal se interrumpe y s6lo las células
bacterianas con plasmidos recombinantes podran formar colonias. Las moléculas de
vector pJET1.2/blunt en las que no se produce la ligacién expresaran la enzima letal

provocando la muerte de las bacterias después de la transformacion. Esta seleccion
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positiva acelera el proceso de identificacion de colonias y elimina los costes adicionales
necesarios para la seleccion de color azul/blanco presentes en otros vectores de

clonacién.

pJET1.2/blunt
2974 hp

Figura 10. Representacion esquematica del plasmido pJET1.2/blunt de Fermentas.

El plasmido pKSmyc (figura 11) contiene un MCS (sitio de clonacion multiple) entre
el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) duplicado y el terminador
popit del gen que codifica el inhibidor Il de la proteasa de patata (Solanum tuberosum).
El plasmido posibilita la clonacién de los diferentes genes empleados en este trabajo. El
plasmido contiene también un origen de replicacion para E. coli y resistencia a

ampicilina.

Bgl Il

Hind Il Ncol Hind Il
/i_ —‘ popie

pKS =4,1 Kbs

.

Figura 11. Representacion esquematica del vector intermedio pKS. Consta de un origen de

replicacién, un gen de resistencia a ampicilina y las secuencias del promotor 35S duplicado y del
terminador popit, flanqueados por los sitios de restriccion Hindlll. Se indican los puntos de corte de las

enzimas Ncol y Bgl Il para facilitar el proceso de clonacidn.

23



El plasmido pMOG 800 (figura 12) es un plasmido binario que posibilita la
clonacion de los diferentes genes entre los bordes izquierdo y derecho del plasmido Ti
de A. tumefaciens. Ademas, presenta resistencia a kanamicina y un origen de replicacion
de amplio espectro que permite su replicacion tanto en E. coli como en A. tumefaciens.

Hind

L =
R

plAOG 800 = 10 kpb

\ Kanamicina . }
ari

Figura 12. Representacion esquematica del vector binario de expresion pMOG 800. Consta de un
origen de replicacion, un gen de resistencia a kanamicina y los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del
plasmido Ti de A. tumefaciens. Se indica el sitio de restriccion Hindlll para facilitar el proceso de
clonacion.

3.2. Métodos
3.2.1. Reaccion de ligacion de DNA

Esta reaccion permite insertar un fragmento de DNA en un vector de clonacion o
circularizar un plasmido previamente linealizado. En los casos de ligacion inserto:vector
se tratd de mantener una relacion molar 4:1. El volumen final de la reaccion fue de 10 pl
0 20 ul dependiendo del volumen de inserto y vector que se utilizo. Se afiadid 1 pl (siel
volumen final era de 10 pl) o 2 pl (siel volumen final era de 20 pl) del tampdn de la T4
DNA ligasa (x10). Seguidamente, se adiciond 1 ul de la enzima T4 DNA ligasa (5 U/ul)
(Fermentas) y el volumen de agua necesario para alcanzar el volumen final. La reaccion

se incubo durante 1-2 h a 22°C.
3.2.2. Electroporacién de plasmidos en E. coli

En este caso la transformacion de las células competentes de la cepa DH5a de E. coli
se realizd6 mediante electroporacién. Esta técnica consiste en someter las células a un
pulso eléctrico que da lugar a la apertura de poros en la membrana plasmatica

bacteriana, permitiendo la entrada del plasmido a su interior.
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Se partid de alicuotas de células electrocompetentes congeladas a -80°C. Se
mezclaron en un tubo Eppendorf de 1,5 ml, 50 ul de células competentes (una vez
descongeladas) con 2-3 ul del plasmido de interés. Posteriormente, la mezcla de
plasmido y células se introdujo en una cubeta de electroporacién atemperada sobre
hielo. Se secaron los electrodos de la cubeta y se situé en el electroporador (BTX
ECM399) (Figura 13). Se le sometid a un pulso eléctrico (1500 V durante 5 ms). Tras la
aplicacion del pulso se pipeted rapidamente sobre la cubeta de electroporacion 500 ul de
solucion SOC (20 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 0,5 g/l de NaCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM de MgCl,, ajustado todo ello a pH 7 con NaOH). La mezcla se transfirié a
un tubo Eppendorf de 1,5 mly se incubé a 37°C durante 1 h.

Figura 13. A) Electroporador, B) siembra en placas.

Tras la incubacion se sembraron las bacterias en medio LB con agar en presencia de
ampicilina (50 ng/ml). Para asegurar que se conseguian colonias aisladas, el total de
células se repartio en dos placas. En una de ellas se sembraron 50 pl y en la otra el resto

del cultivo. Las placas se incubaron a 37°C hasta que crecieran las colonias (figura 14).
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Figura 14. Proceso de electroporacion.

3.2.3. Seleccidn de bacterias recombinantes mediante PCR de las colonias

En todos los casos la identificacion de las colonias recombinantes se realizo
mediante PCR. En funcion de los cebadores empleados la técnica permite identificar
tanto las colonias recombinantes como la orientacion del inserto clonado. La reaccion

tipica de PCR de colonias se realizé en un volumen de 10 pl conteniendo los siguientes

reactivos:
1. H.0 6,8 ul
2. Tampon 10 x 1 ul
3. MgClz (50 mMm) 0,4 ul
4. dNTPs (10 mM) 0,2 ul
5. Cebador directo (10 mM) 0,2 pl
6. Cebador reverso (10 mM) 0,2 pl

7. Taqg DNA polimerasa (1 U/ul) 0,2 pl

8. Colonia de bacterias 1 ul
En cada tubo de PCR se afiadi6 1 pl de la colonia de bacterias a analizar
(previamente la colonia se habia diluido en 10 ul de agua) mezclando la solucion por

pipeteo hacia arriba y abajo varias veces. La desnaturalizacién inicial se llevé a cabo a

94°C durante 5 minutos, siendo las condiciones de los 30 ciclos las siguientes:
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Desnaturalizacion: 94°C 15s
Hibridacién: 55°C 15s
Extensioén: 72°C 30s a2 min

Para finalizar, tuvo lugar una extension final de 5 minutos a una temperatura de
72°C.

El tiempo de extension de la PCR vari6 en funcion del tamafio de DNA amplificado
y para el célculo se considera que la Tag DNA polimerasa incorpora 1000 nt por cada
min de extensién (figura 15).

Figura 15. Seleccion de colonias y termociclador.

3.2.4. Electroforesis en gel de agarosa

Para analizar los fragmentos de DNA se realizaron electroforesis en geles de agarosa
al 0,8% (figura 16). La agarosa se prepar6 afiadiendo 0,8g de agarosa a 100 ml TAE x 1
(40 mM Tris, 20 mM acetato de sodio, 1 mM EDTA) y calentando la mezcla hasta su
disolucion. Una vez preparado el gel, a las muestras se les afiadi6o la cantidad
correspondiente de tampon de carga LB (x10) (50% glicerol, 10 mM EDTA pH 8.0,

0,0025% azul de bromofenol y 0,0025% xilencianol) y se cargaron en los pocillos.

El DNA separado en el gel se detectdé mediante tincion con bromuro de etidio y
observacion bajo luz ultravioleta. EI gel se tifi6 colocandolo en una cubeta de plastico
con agua y bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 15-20 minutos a temperatura

ambiente y visualizandose posteriormente en un transiluminador (BIORAD) bajo luz
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UV. Para determinar el tamafo de cada fragmento se emplearon el marcador de tamarios
de DNA GeneRuler™ 100 pb Ladder Plus.

Figura 16. Cubetas y fuentes de Electroforesis.

3.2.5. Purificacion de DNA a partir de un gel de agarosa

Para la purificacion de los fragmentos de DNA separados en geles de agarosa se
utilizo el kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). El kit permite obtener
altas concentraciones de DNA puro para su utilizacién en reacciones posteriores. Los
fragmentos de gel con los DNAs deseados se cortaron con un bisturi bajo luz
ultravioleta y se colocaron en tubos Eppendorf. Se pesaron y se afiadieron tres
volimenes de tampon de disolucion de agarosa (Buffer QG) por volumen de gel. Se
incubé a 50°C durante 5-10 min hasta que el fragmento de gel quedd totalmente
disuelto y se traspasd la mezcla a una columna de gel de silice colocada sobre un tubo
Eppendorf de 2 ml. Se centrifug6 durante 1 min a 13.000 rpm y se descarto el filtrado.
Después se procedio al lavado de la columna afiadiendo 0,75 ml de tampdn de lavado
(Buffer PE), centrifugando 1 min a 13.000 rpm Yy retirando el filtrado. Se volvio a
centrifugar 1 min a 13.000 rpm para dejar completamente seca la columna y se traspaso
la columna a un nuevo tubo Eppendorf. Por ultimo, el DNA retenido en la columna se
eluyd en un volumen adecuado de agua (30-50 ul), incubando durante 1 min a
temperatura ambiente y centrifugando 1 min a 13.000 rpm. La cantidad de agua en la

que se eluyé depende del volumen de eluido requerido para los pasos posteriores.

3.2.6. Purificacion de plasmidos recombinantes (minipreps)

La purificacion de los plasmidos presentes en la bacteria (E. coli) se llevd a cabo
segun el protocolo GeneJET Plasmid Miniprep kit de Thermo Scientific (figura 17).

Previamente, las bacterias que habian dado resultado positivo tras la PCR de las
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colonias, se habian crecido a 37°C durante alrededor de 18 horas en medio liquido de
LB con el antibidtico correspondiente. Se partié de 3 ml de cultivo y se centrifugd a
13.000 rpm durante 1 min y el sedimento (células bacterianas) se resuspendi6 en 250 pl
de solucién de resuspension conteniendo RNAsa A (0,1 mg/ml). Se agit6 con el vortex
hasta resuspenderlo totalmente y seguidamente se afiadieron 250 pl de solucion de lisis
celular. Se mezcldé por inversion (més de 10 veces) y se incub6d durante 5 min a
temperatura ambiente. Después se anadieron 350 pl de solucion de neutralizacion y se
mezcld por inversion. Se centrifugd durante 5 min a 13.000 rpm y se transfirio el
sobrenadante a la columna de cromatografia. Se colocéd la columna en un tubo
(proporcionado en el kit) y se centrifugd durante 1 min a 13.000 rpm. Se descart6 el
filtrado y se anadieron a la columna 500 pl de solucion de lavado. Se centrifugd durante
I min a 13.000 rpm y se descart6 el filtrado. Se repitio el lavado afiadiendo otros 500 ul
de de solucion de lavado, se centrifugd durante 1 min y se transfirié la columna a un
tubo Eppendorff. Para eluir el plasmido de la columna se anadieron 30 ul de H2O libre
de nucleasas, se incub6 durante 2 min a temperatura ambiente y se centrifugd durante 2
min a 13.000 rpm. EI DNA eluido se guardé a -20°C hasta su uso.

Figura 17. Kity proceso de purificacion de plasmidos recombinantes.
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3.2.7. Cuantificacion del DNA plasmidico

Para cuantificar el DNA plasmidico después de realizar una miniprep se utiliz6 un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000. La medicion de la concentracion se hizo con 1

ul de muestra, obteniéndose la concentracion en ng/pl.
3.2.8. Digestion del DNA plasmidico

Las digestiones realizadas se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl. Se
parti6 de un volumen determinado del DNA a digerir. Se afiadieron 2 pl del tampon
adecuado para la enzima de restriccion (Fermentas) y 1 pl de la correspondiente enzima
(10 U). Finalmente se afiadi6é agua hasta alcanzar los 20 pl. Posteriormente se incubd a

37°C durante 1-2 h.
3.2.9. Purificacion de DNA de una solucion

Este proceso se llevo a cabo para la purificacion del DNA después de someterlo a
una reaccion, como la de digestion o ligacion, mediante el kit QIAquick Gel Extraction
Kit. El procedimiento seguido fue similar al descrito en el apartado 3.2.5., con la
excepcion de que las muestras no fueron incubadas a 50°C tras la adiccion de los tres

volimenes del tampon de disolucion QG.
3.2.10. Secuenciacién de acidos nucleicos

Para las secuenciaciones realizadas se recurrio al servicio de secuenciacion del
IBMCP (CSIC-Universidad Politécnica de Valencia). En todos los casos se entregaron
5-10 pl del plasmido a secuenciar. La cantidad 6ptima para secuenciar son 400 ng de
plasmido. Dependiendo de la concentracion a la que se encuentre el plasmido se utiliza
un volumen determinado. En cada caso se aportd un cebador especifico (3,2 uM) que

permitia secuenciar la region de interés.

3.2.11. Andlisis informético

Con el fin de verificar la correcta clonacion de los genes en cada uno de los pasos de
clonacion, las secuencias de nucledtidos obtenidas se analizaron mediante la
herramienta informatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la web NCBI

(National Center for Biotechnology Information). BLAST es una herramienta
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informéatica de alineamiento de secuencias de tipo local. Compara una secuencia
problema contra otra de referencia o contra una gran cantidad de secuencias disponibles
en las bases de datos. Ademds, las secuencias nucleotidicas se tradujeron a sus
correspondientes secuencias polipeptidicas mediante el uso del portal EXPASy
(www.expasy.org/tools/translate).

3.2.12. Agroinoculacion de plantas

3.2.12.1. Electroporacion de plasmidos en A. tumefaciens

La introduccion de los plasmidos de interés en la cepa C58C1 de A. tumefaciens se
realizd mediante electroporacion tal y como se describe en el apartado 3.2.2., con la
diferencia de que las bacterias se crecieron a 28°C durante 48 h en medio LB con agar
en presencia de antibioticos rifampicina (50 pg/ml), tetraciclina (12,5 pg/ml) vy
kanamicina (50 pg/ml). Cuando se observo un crecimiento Optimo de las colonias,
(descartando las méas desarrolladas y las que tenian un tamafio menor), se seleccioné una
muestra representativa y se cultivo en medio LB con las mismas cantidades de los
antibioticos antes mencionados y tras 24 h en agitacion a 28°C. Posteriormente, se
sedimentaron las bacterias por centrifugacion 1 min a 5.000 rpm, se resuspendieron en

glicerol al 10% y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.2.12.2. Preparacion del in6culo

Los cultivos liquidos crecidos el dia anterior fueron precipitados mediante
centrifugacion a 8.000 rpm durante 5 min. Una vez eliminado el sobrenadante, las
bacterias se resuspendieron en 1 ml de solucion de agroinoculacion (10 mM MES-
NaOH pH5,6; 10 mM Mg2Cl) y se midio la densidad oOptica del cultivo a 600 nm
(DOs00) en un espectofotometro. Los cultivos se diluyeron en solucion de
agroinoculacién hasta alcanzar la densidad ptica de 1. A estas soluciones se les afiadid
acetosiringona a una concentracion final de 150 uM vy se incubaron 2 h a temperatura

ambiente antes de proceder a la infiltracion de las plantas.

3.2.12.3. Agroinfiltracién

Las agroinfiltraciones se realizaron con una jeringuilla sin aguja cargada con la
solucion de A. tumefaciens. La agroinfiltracién consistié en introducir en las hojas la
solucién de las bacterias, para lo cual la boquilla de la jeringa se apoya sobre el envés y

se coloca la yema de un dedo en el lado sobre el haz de la hoja, de forma que al
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presionar el émbolo lentamente, la solucion bacteriana penetra generando un halo en los

espacios intercelulares del tejido vegetal (figura 18).
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Figura 18. Proceso de agroinoculacion. Izquierda: Momento de la agroinoculacion en el envés de la

hoja. En medio: Herida tras la agroinoculacién. Derecha: Grafico ampliado de la herida tras la

agroinoculacion.

3.2.13. Anélisis de proteinas mediante Western blot
3.2.13.1. Preparacion del gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

La separacion de proteinas se realizé en condiciones desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida en presencia del detergente sodiododecilsulfato (SDS), utilizando el
sistema MiniProtean 3 (BioRad). Estos geles constan de dos fases; la inferior (7 cm) de
separacion o resolving al 10% (30% mezcla de acrilamida:bisacrilamida (29:1), 1,5M
Tris pH 8,8, 10% SDS, 0,01% de APS al 10% y 0,001% TEMED) y la superior (3 cm)
de compactacion, concentracion o staking (30% mezcla de acrilamida:bisacrilamida
(29:1), 1M Tris pH 6.8, 10% SDS, 0,01% de APS al 10% y 0,001 % TEMED). Una vez
polimerizada la acrilamida, los geles se montaron en cubetas de electroforesis y se
cubrieron con tampon de electroforesis de proteinas (0,025 M Tris-HCI pH 8,3; 0,2 M
glicina; 1% SDS).

3.2.13.2. Extraccion de proteinas totales de plantas agroinfiltradas

Para la extraccion de proteinas totales se utilizaron muestras de material vegetal
agroinfiltrado con un peso de unos 50 mg. El material vegetal se trituré en presencia de
nitrogeno liquido, se resuspendié en 200 pl de tampon de extraccion de proteinas (60
mM Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 100 mM dithiothreitol, 10% glicerol y 0.01% azul de
bromofenol) y se incub6 a 95°C durante 10 min para inducir la desnaturalizacion de las

proteinas. Seguidamente, las muestras se clarificaron mediante centrifugacion a 13.000
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rpm durante 30 s y se cargaron 20 pl del sobrenadante en el gel de poliacrilamida. La
electroforesis se llevo a cabo a 35 mA durante aproximadamente 2 h. Como marcador
de peso molecular de proteinas se empled el marcador BenchMark™ Pre-Stained

Protein Ladder de Invitrogen.

3.2.13.3. Transferencia de las proteinas a membrana

Tras su separacion por PAGE-SDS, las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF (polivinilidenofluoruro, Amersham) para su posterior reconocimiento serol6gico
con un anticuerpo especifico que reconoce el epitopo myc. La membrana fue tratada
previamente, sumergiéndola en metanol al 100% durante 1 min y posteriormente
realizando 3 lavados de 5 minutos con agua destilada en agitacion. La transferencia de
proteinas a la membrana se realizd con el equipo de transferencia semiseca TE 70 de
Hoefer™. Para ello, la membrana y el gel se colocaron entre papeles whatman 3MM
(figura 19) humedecidos con tampdn de electrotransferencia (25 mM Tris base, 192 mM
glicina). La transferencia de las proteinas se realizd mediante la aplicacion de un campo

eléctrico constante de 1 mA/cm? de membrana durante 1 h.

Esponja
Papol de filtro
Moembrana de PVDF

Geol

gl

Figura 19. Esquema de transferencia de las proteinas a membranas de PVDF.

3.2.13.4. Inmunodeteccidn de proteinas transferidas a la membrana

Finalizada la transferencia, la membrana se lavd durante 5 min con solucion TBS (20
mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl) y posteriormente se bloque6 durante una hora a
temperatura ambiente con leche en polvo desnatada al 5%, disuelta en TBST (TBS maés
Tween 20 al 0,3%). A continuacion se incubd la membrana durante toda la noche a 4°C

en solucion de hibridacién (5% de leche desnatada en solucion TBST) a la que se
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afiadié el antisuero especifico contra la proteina myc (en dilucién 1:7.000).
Seguidamente se hicieron 3 lavados de 5 min cada uno en agitacion con TBST para
eliminar el exceso del anticuerpo de la membrana. Una vez lavada, la membrana se
incub6 1 h a temperatura ambiente con solucion de hibridacion a la que se afiadio el
anticuerpo secundario (dilucion 1:10.000), que reconoce la fraccion constante del
anticuerpo anti-myc, conjugado a fosfatasa alcalina. Con el fin de eliminar el exceso de
anticuerpo secundario se realizaron 2 lavados consecutivos de 5 min cada uno a
temperatura ambiente con tampon TBST y un lavado de 5 min a temperatura ambiente
con TBS.

Finalmente, el revelado de la membrana se realizd preparando el sustrato
quimioluminiscente especial para la fosfatasa alcalina, siguiendo las instrucciones del
kit de revelado fotosensible ECL plus Western Blotting System de Amersham. La
solucion que contenia el sustrato se aplicd sobre la membrana durante 5 min en
oscuridad. Para la deteccion de la sefial quimio-luminiscente, la membrana se expuso a
peliculas autorradiograficas (Amersham) durante 30-60 min y se revelaron
automaticamente. Todos los pasos del revelado se llevaron a cabo en oscuridad y a

temperatura ambiente.

3.2.13.5. Visualizacion de las proteinas en la membrama

Tras la transferencia de proteinas a la membrana, esta se tiid durante 40 min en
solucion de azul coomassie (0,1% azul coomassie (p/v), 40% metanol y 10% acido
acetico) y, posteriormente, se eliming el exceso de colorante durante 1-2 h en solucion
de lavado (20% isopropanol, 5% acido acético) hasta que pudieron apreciarse las bandas

de proteinas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

35



4. Resultados y discusion

La enfermedad de la necrosis apical del tomate causada por el virus del moteado de
la parietaria (PMoV) ha provocado numerosas pérdidas econdmicas en algunos cultivos
horticolas desde su primera deteccion en Espafia en 2000 (Aramburu et al., 2001). Las
plantas infectadas se protegen de su infeccion mediante una serie de mecanismos de
defensa, siendo uno de ellos el del silenciamiento génico post-transcripcional o PTGS
(postranscrptional gene silencing). Como respuesta al silenciamiento de RNA en
plantas, los virus han desarrollado estrategias especificas basadas en la utilizacién de
proteinas propias con capacidad de suprimir el silenciamiento. Estas proteinas son
diversas en secuencia y origen evolutivo y pueden actuar en diferentes pasos de la ruta
de silenciamiento. Son capaces de inhibir la respuesta antiviral del huésped por medio
de la interaccion con factores clave de la maquinaria de silenciamiento implicados en el
reconocimiento de RNA viral, el procesamiento de dsSRNAs, el ensamblaje del complejo
RISC y la amplificacion de sefial. De hecho un virus puede presentar varias proteinas
con actividad supresora del silenciamiento de forma que cada una puede afectar a etapas
diferentes de la ruta. En algunos virus de la familia Bromoviridae se ha encontrado un
supuesto gen que codificaria la proteina 2b. En el caso del Cucumovirus del mosaico del
pepino (CMV) se ha comprobado que la proteina 2b se expresa y que dicha proteina
interviene en el movimiento sistémico a larga distancia del virus y actia como supresor
del PTGS. Por homologia en cuanto a la organizacién genémica se ha propuesto que esa
misma proteina 2b en los llarvirus género al que pertenece PMoV, deberia tener

funciones similares.

En un proyecto anterior se comprobd la presencia del sgRNA 4A en plantas de
Chenopodium quinoa infectadas con PMoV, pero no la proteina 2b. Ademas, en
experimentos de expresion transitoria de la proteina 2b, realizados con plantas de
Nicotiana benthamiana 16c¢ (expresan constitutivamente la proteina verde fluorescente
GFP), se comproho la expresion de la proteina, pero ésta no actuaba como supresor del
silenciamiento génico a nivel local ni sistémico (door Peeters, 2009). Queremos
determinar si la ausencia de actividad supresora del PTGS es especifica de la proteina
2b de PMoV, o este hecho es extensible a la misma proteina de todos los Ilarvirus. El
objetivo general de este Trabajo Final de Master consiste en realizar experimentos
similares con la proteina 2b de otros dos llarvirus del mismo subgrupo que PMoV,

como son: el virus del estriado del tabaco (Tobacco streak virus, TSV) y el virus de las
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manchas cloréticas anulares de la zarzamora (Blackberry chlorotic ringsport virus,
BCRV). Para ello, la proteina 2b de ambos virus (y la proteina 2b de PMoV usada como
control) se expresaran transitoriamente en plantas de N. benthamiana 16c y se
determinaré su capacidad o no para romper el PTGS.

4.1. Obtencion, clonacién y comprobacion de la secuencia de DNA del gen que
codifica la proteina 2b de TSV y BCRV

Debido a que en nuestro grupo no disponemos de los virus TSV y BCRYV, se
procedid a obtener la secuencia del ORF 2b disponible en la base de datos del Genbank
y se solicitd la sintesis del correspondiente gen a la casa comercial Thermo Scientific.
Para facilitar el proceso de clonacion, cada una de las secuencias se equipd con un punto
de corte en Ncol (CCATGG) en el extremo 5 y un punto de corte Bgl 11 (AGATCT) en
el extremo 3" (precedidas ambas de los 5 nucleotidos AAAAA para optimizar la
posterior restriccion). Previamente, se confirmd la ausencia de corte de estos dos
enzimas de restriccion en la secuencia de ambos genes, mediante el analisis de la misma
con el programa informatico Restriction Map. Ademas, para comprobar la correcta
expresion de las proteinas, cada secuencia se etiquétod con el epitopo myc (secuencia de
aminoacidos E Q K L I S E E D L, codificados en la secuencia de nucleétidos
gaacaaaaactcatctcagaagaggatctg). La sintesis solicitada incluia las siguientes secuencias

mostradas en la figura 20.

Tobacco streak virus (TSV) putative 2b protein gene, NCBI Reference Sequence:
NC 003842.1

AAAAACCATGGaacaaaaactcatctcagaagaggatctgtttattccgatcttgttecctcactttgact
ctcgcgtcagcagatgtgatgactctgatggagtccgaacctcaaccttcgacgacagaaagtcgtccaa
gcatgcctccgataaactcaggaaaaccgagtgttacggagaagcccggtgtagaattaaacceccggaga
aaccgtaaaagtgaaagcggagcagttcaatacagtcaatccagtggaattgaaactggaaaagcgaatt
cctcccggaagggtaggatcaaattgcattgactgtgctatttccaacttgeccaaaggcgatgttcetetyg
tcaaggttccgaagttgaatatcaacttcgaggtgtctgattttcecgtcttcaaggttaatatttgceccac
gttagcccaaagagtgaagtctattccctttattgagtctctgagttttecccagecgatattcaaaggatg
cagcttcgtgctctaggtgacgtagaagtcctcatcttcattccaaaatttggttggaaacaaattttga
aattgtctgatgtggtttccgggtttgatatcccgaagatcccgtccatagectcccaaagtggagtcatyg
tgtcggtgattgcctaaattcttgaAGATCTAAAAA

Secuencia de aminoacidos deducida de la proteina 2b de TSV

MEQKLISEEDLFIPILFLTLTLASADVMTLMESEPQPSTTESRPSMPPINSGKPSVTEKPGVELNPGETV
KVKAEQFNTVNPVELKLEKRIPPGRVGSNCIDCAISNLPKAMEFSVKVPKLNINFEVSDFPSSRLIFATLA
QRVKSIPFIESLSFPSDIQRMOLRALGDVEVLIFIPKFGWKQILKLSDVVSGFDIPKIPSIAPKVESCVG
DCLNS-
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Blackberry chlorotic ringspot virus (BCRV) putative 2b protein gene, NCBI
Reference Sequence: NC 011554.1

AAAAACCATGGaacaaaaactcatctcagaagaggatctgatgtttattccaatcttgttgatgctcttyg
agcccatgtgtgctcgcagacttgatgecctcacccagaagatccgagatttgttccggaaacgagaaagt
ccgaatcggttcccgaaactccagatgtggttcctggagaaaggaataccgagccggagataaaattgag
accccgcgaatctgtgaaggtgtccacggacggggaaagagagagcccagtgcaaaccctcaacgaattt
cgtttagaggaaaggagctcacctggaaaggtggcaacaaattgccttgattgtgctatcactcatctte
cagaggtagctttctctgtgaaggtaccgaagttgaatataaacttcgaagtttcagattttccttcatc
aaggttaatctttgccagcttggccagtagaattaaggacttaccctttgttcgatcattgaggtatccc
actgatcatcaaaggattcagttacgttctattggtgatgttgaagtacacatccatattccaaaatttg
gttggaaacaagttttgaagatgtctgatgtgatttccggttttgaattaccgaagattcccaccatcgce
tccaaaagtggagtcgtgtgttggtgaatgtttaacccattaaAGATCTAAAAA

Secuencia de aminoécidos deducida de la proteina 2b de BCRV

MEQKLISEEDLMFIPILLMLLSPCVLADLMPHPEDPREFVPETRKSESVPETPDVVPGERNTEPEIKLRPR
ESVKVSTDGERESPVQTLNEFRLEERSSPGKVATNCLDCAITHLPEVAFSVKVPKLNINFEVSDEFPSSRL
IFASLASRIKDLPEFVRSLRYPTDHORIQLRSIGDVEVHIHIPKFGWKQVLKMSDVISGFELPKIPTIAPK
VESCVGECLTH-

Figura 20. Secuencia de nucle6tidos y secuencia deducida de aminoacidos (en rosa) del gen 2b de
TSV y BCRV. Se indican en rojo los codones de inicio y fin de cada gen. En mayusculas y subrayados
los puntos de corte de los enzimas de restriccion Ncol y Bgl Il. En amarillo se indica la secuencia de
nucleétidos (gen) o de aminoacidos (proteina) del epitopo myc. Después podemos observar una

alineacion de la secuencia solicitada con la recibida, asi comprobamos que corresponde con lo solicitado.

Los respectivos genes sintetizados por la empresa Thermo Scientific se clonaron en el
vector pJET1.2/blunt segun se describe en el apartado XXX con el objetivo de disponer
de suficiente cantidad para las posteriores subclonaciones. Tras la ligacion, se introdujo
el plasmido recombinante mediante electroporacion en la cepa DH5a de E. coli y la
mezcla se distribuyo en placas con agar y se dejaron a 37° C hasta el desarrollo de las

colonias (Figura 21).

Figura 21. Crecimiento de bacterias portadoras de los plasmidos recombinantes pJET1.2/blunt +

gen 2b de TSV y BCRV.
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La presencia del gen 2b (de TSV y/o de BCRV) en las colonias recombinantes se
comprob6 mediante PCR. Se aislo el plasmido recombinante de una colonia de bacterias
de cada tipo y se procedié a su secuenciacion empleando cebadores especificos del
vector de clonacion. Las secuencias de nucle6tidos obtenidas se alinearon con las
secuencias de sintesis solicitadas usando el programa blast del NCBI, con el fin de
descartar cualquier error durante el proceso de sintesis quimica de cada uno de los
genes. Comprobada la secuencia correcta de cada gen, los plasmidos pJET-TSV
(colonia nimero 5) y pJET-BCRV (colonia nimero 8) se sometieron a digestion con las
enzimas de restriccion Ncol y Bgl Il, para su posterior ligacion en el vector pSK
digerido con las mismas enzimas de restriccion entre el doble promotor 35 S y el
terminador popit (Anexo 1).

Una vez llevada a cabo la restriccion, los fragmentos de DNA se separaron en una
electroforesis en gel de agarosa (figura 22) y el fragmento de DNA conteniendo el gen
2b (aproximadamente 650 pb) se purifico del gel de agarosa.

Esqueleto plasmido Pjet

Proteina2b cortadacon Ncoly
Bgl Il

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de muestras de DNA tras la digestion con las

enzimas de restriccion Ncol y Bgl Il. Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2, pJET + gen 2b TSV
(colonia 5) cortado con Ncol y Bgl 1. Carril 3, pJET + gen 2b BCRV (colonia 8) cortado con Ncol y Bgl

I1. Se indica con un recuadro la banda de DNA con el gen 2b cortada para purificar.

4.2. Subclonacion del gen 2b en el vector pSK entre el doble promotor 35Sy el

terminador popit

Tras la purificacion, los fragmentos de DNA conteniendo el gen 2b se

comprobaron y cuantificaron mediante un gel de electroforesis, junto con el vector
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pKS digerido con las dos mismas enzimas de restriccidon y purificado de igual forma
(figura 23). El objetivo de esta digestion fue generar extremos cohesivos entre los

insertos (genes 2b de TSV y BCRV) y el vector pKS con el fin de facilitar la clonacién.

1 2 3 4
[ - —
-
Pr—— w3 Esqueleto plésmido pKS
| —
- —
-
—
- w3 Proteina 2b cortada conNcoly

- - Bgl 11

| —

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de muestras de DNA purificadas tras la

digestion con las enzimas de restriccion Ncol y Bgl 11 del vector de clonacion pKS (Carril 2) y del gen 2b
de los aislados TSV (carril 3) y BCRV (carril 4). Carril 1, marcador de tamafios de DNA 100 pb Ladder

Plus (Fermentas).

Los fragmentos de DNA conteniendo el gen 2b de los dos virus aislados se ligaron en

el vector intermedio pKS siguiendo el esquema de la figura 24.

2b-PMoV
PKS + =m —

pKS /2b-PMoV

NOS

b
355 25 EEERNOS

Figura 24. Representacion esquemética del proceso de ligacion entre el vector pKS digerido con las

enzimas de restriccion Ncol y Bgl 11 y el gen 2b de TSV o BCRV digerido con las mismas enzimas. El

casete de expresién consta del gen 2b clonado entre la secuencia del doble promotor 35S y del terminador

popit.

Como el vector pKS no lleva ningln gen reportero, para identificar las colonias

portadoras del vector recombinante se realiz6 una PCR de colonias con dos cebadores
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del vector. En la figura 25 se muestra un ejemplo de amplificacion a partir de diferentes
colonias de bacterias transformadas con pKS + gen 2b de TSV.

’ 4
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Plasmido pKSen el que se
ha clonado el gen 2b
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de los productos de amplificacion a partir de

diferentes colonias de bacterias transformadas con pKS + gen 2b de TSV. En la parte superior de la
imagen se indica el nimero de cada colonia. Los productos de amplificacién de 1200 pb corresponden al
tamafio del doble promotor 35S + terminador popit. Los productos de amplificacion recuadrados de unos
2000 pb corresponden a los que han insertado el gen 2b entre promotor y terminador. Carriles 1 y 21,
marcadores de DNA 100 bp Ladder Plus y DNA 100 bp Ladder, respectivamente, ambos de Fermentas.

Utilizando esta estrategia se obtuvieron las dos construcciones pKS-gen 2b TSV y
pKS-gen 2b BCRV. La comprobacion de los dos plasmidos recombinantes
seleccionados se realizd mediante secuenciacion con un cebador que hibrida en el

terminador popit, y mediante digestion con la enzima de restriccion Hindll1 (figura 26).

EsqueletopSK
Inserto: 2x 355 +gen 2b+terminador

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de los plasmidos recombinantes pKS + gen 2b

de los virus TSV (carril 2) y BCRV (carril 3) tras la digestion con la enzima de restriccion Hindlll. La
banda superior de los carriles 2 y 3 corresponde al esqueleto del vector y la inferior al casete liberado 2 x
35S + gen 2b + terminador popit. Carril 1, marcador DNA 100 pb Ladder Plus de Fermentas.
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4.3. Subclonacidn de los casetes de expresion en el vector binario pMOG 800

Finalmente, los dos plasmidos recombinantes una vez comprobados y digeridos con
la enzima de restriccion Hindlll se subclonaron en el vector de expresién pMOG 800,
previamente digerido con la misma enzima de restriccion y desfosforilado para evitar la
religacion (Figura 27). En cada carril de la figura 26 aparecen dos bandas; la superior
que corresponde al esqueleto del vector pKS vy la inferior al casete liberado (aprox.
2.000 pb). En la figura 28 se muestra una representacion esquematica del proceso de

clonacién en dicho vector.

E_ Esqueleto pMOG cortadocon
Hind iy desfosforilado

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% del vector de clonacion pMOG cortado con la

enzima de restriccion Hindlll y desfosforilado (Carriles 2 y 3). Carril 1, marcador de tamafios de DNA
100 pb Ladder Plus (Fermentas).

Pss: SN Tnos.

$

Plasmido pMOG

Figura 28. Representacion esquematica del proceso de clonacion del formado por el doble promotor
35S + gen 2b + terminador popit en vector binario pMOG. El vector consta de un origen de replicacion,
un gen de resistencia a kanamicina y los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del plasmido Ti de A.

tumefaciens.
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Figura 29. (A) Placas de colonia de pMOG con TSV (B) placas de colonias de PmOG con BCRV.

Después de llevar a cabo la transformacion y esperar al desarrollo de las colonias
en un medio de agar con kanamicina (figura 29) la correcta clonacién en el vector
pPMOG se comprobdé mediante PCR con un cebador especifico del terminador popit y

otro del vector pMOG (figura 30).

<€ 500 pb TSV

Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de los productos de amplificacion a partir de
diferentes colonias de bacterias transformadas con pMOG + casete de expresion del gen 2b de TSV
(panel superior) o de BCRV (panel inferior). En la parte superior de la imagen se indica el nimero de
cada colonia. Los productos de amplificacion de unos 500 pb proceden de colonias de bacterias
portadoras de plasmidos recombinantes con la construccion de DNA correcta. Los productos de
amplificacion recuadrados de unos 2000 pb corresponden a los que han insertado el gen 2b entre
promotor y terminador. Carriles 1, marcadores de DNA 100 bp Ladder Plus de Fermentas.
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Posteriormente, tras crecer las colonias en un medio liquido con kanamicina y
realizar la purificacién del pldsmido pMOG recombinante, éstos se comprobaron
mediante digestion de los plasmidos recombinantes con la enzima de restriccidon

Hindlll.

4.4. Agroinfiltracion de los pldsmidos pMOG recombinantes en plantas de N.

benthamiana. Analisis de la expresion de las proteinas 2b

Los ensayos de expresion transitoria de proteinas mediados por Agrobacterium,
para determinar la funcién de genes, se utilizan cada vez mas como una alternativa a la
complementacion genética y a la transformacion estable de plantas. La expresion
transitoria proporciona un método rapido para el ensayo de la funcion de algunos tipos
de genes y los transgenes se pueden ensayar en unos pocos dias tras la infiltracion. No
obstante, estos ensayos son variables y no tienen el mismo éxito en todas las especies de
plantas. Las plantas modelo N. benthamiana y N. tabacum suelen mostrar altos niveles
de expresion transitoria. Por otro lado, la cepa de laboratorio C58C1 de A. tumefaciens
es la mas utilizada en estas especies de plantas modelo debido a que no provoca ningun
tipo de respuesta necrotica en la hoja inoculada y por los elevados niveles de expresion

que se obtienen.

En el caso del analisis de la actividad supresora de PTGS de una proteina
determinada se utilizan plantas N. benthamiana 16c. Estas plantas constitutivamente
expresan el mMRNA de la GFP con lo que bajo luz UV muestran un color verde en
contraste con el color rojo de las plantas silvestres debido a la emision de los
cloroplastos tras ser irradiados con luz UV. Asi, las plantas 16¢ se co-infiltran con una
mezcla de Agrobacterium que expresa el mMRNA de la GFP y la de la proteina problema.
La sobreexpresion del mRNA de la GFP desde las células de agrobacterium activara el
PTGS contra este mensajero de modo que las plantas 16¢ al cabo de 4-6 dias pasan a
mostrar un color rojo bajo luz UV. Por el contrario, si junto a la GFP se co-expresa una
proteina que presente actividad supresora esta impedira la degradacion del mRNA de la
GFP con lo gue la planta se mantendra de color verde.

Una vez obtenidos los dos plasmidos binarios recombinantes (pMOG/TSV2b y
pMOG/BCRV2b) se electroporaron en A. tumefaciens. Las bacterias se plaquearon en
presencia de los antibioticos tetraciclina (7,5 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml), y

rifampicina (50 pg/ml) y se incubaron durante 3 dias. Se seleccionaron dos colonias de
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A. tumefaciens correspondientes a cada plasmido y se cultivaron en 10 ml de LB con
kanamicina (50 pg/ml). Los cultivos se dejaron crecer a 28°C hasta que se observd
turbidez y se midié la D.O. Tras esto, se prepararon a partir de cada cultivo 10 ml de
solucion de agroinoculacién a una DO igual a 0,5 y se agroinfiltraron las plantas (Figura
31). Las plantas se dejaron crecer a con un fotoperiodo de 12 h de luz a 22°C y 12 h de
oscuridad a 20°C.

Figura 31. Agroinoculacion en plantas de N. benthamiana. 16c.

BCV TSV cmv

GFP PMoV

Figura 32. Micrografia con luz UV de hojas infiltradas con GFP y la proteina 2b del virus indicado

en la parte inferior a 6 dias post inoculacién.
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A 6 dias post-infiltracion se analizé la presencia de GFP mediante la observacion de
la emision de fluorescencia con una lupa equipada con luz ultravioleta. Tal y com
esperabamos, las hojas co-infiltradas con GFP+CMV2b presentaron la emision de
fluorescencia lo que indica la acumulacion de la proteina GFP y por tanto el su mMRNA
no esté siendo degradado por el PTGS (Figura 32). Por el contrario, las hojas infiltradas
solamente con GFP o con GFP+PMoV2b no mostraron fluorescencia indicando que el
mMRNA de la GFP est4 siendo degradado por el PTGS (Figura 32). Asi, como se ha
demostrado anteriormente, la proteina 2b del CMV presenta actividad suprosora del
silenciamiento a nivel local mientras que la del PMoV no la tiene (Xin et al., 1998; door
Peters, 2009). Por otro lado, tal y como muestra la misma figura, las hojas infiltradas
con GFP+TSV2b o GFP+BCRV2b) no mostraron acumulacion de GFP indicando que
ninguna de las proteinas presenta actividad supresora de PTGS. Asi, nuestros resultados
junto a los previamente presentados en el caso del PMoV y AV2 (Shimura y col., 2013),
sugieren que las proteinas 2b de los llarvirus no serian funcionalmente homologas a la

del CMV en su actividad como supresor de PTGS a nivel local.

4.5. Analisis tipo Western blot.

Finalmente, para confirmar la expresion de las proteinas TSV2b y BCRV2b se
realizaron analisis tipo western. Para ello, se realizaron extractos de proteinas totales a 2
dpi de hojas agro-infiltradas que se separaron en geles 14% PAGE y posteriormente se
transfirieron a membranas de PDVF. Las membranas se incubaron con anticuerpo
contra el epitopo myc (presente en las proteinas 2b de PMoV, BCRV y TSV).
Desafortunadamente, los resultados obtenidos no fueron concluyentes ya que
probablemente el anticuerpo utilizado no estaba funcionando correctamente, ya que ni el
control positivo pudo ser detectado (proteina 2b de PMoV evaluada en trabajos
anteriores, door Peters 2009). Como se observa en la Figura 33, el revelado muestra la
presencia de una proteina de unos 35 Kda presente en los extractos de todas las plantas,
pero no la presencia de una banda especifica alrededor de los 28 Kda correspondiente a
las proteinas 2b de PMoV, BCRV y TSV.
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Bandade35Kda

No haybanda
correspondientea 2b

Figura 33. Resultado del Western, donde se muestra la banda de una proteina de 35 Kda

presente en todas las muestras, pero ninguna muestra la banda de 28 Kda correspondiente a la proteina 2b.

Este experimento se repetird cuando se disponga de un nuevo anticuerpo anti-
myc con el objetivo de comprobar que la proteina 2b se expresa en las plantas
agroinoculadas, y que su funcién no esta relacionada con la supresién del PTGS a nivel

local.
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5. Conclusiones
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5. Conclusiones

1. Se ha clonado en un vector binario, para la expresion transitoria mediante
agroinfiltracion, el gen que codifica la supuesta proteina 2b de los llarvirus:
virus del estriado del tabaco (Tobacco streak virus, TSV) y virus de las manchas
cloréticas anulares de la zarzamora (Blackberry chlorotic ringsport virus,
BCRV).

2. Mediante la expresion transitoria en el sistema de plantas de N. benthamiana 16¢
se ha determinado que ninguna de estas proteinas presentan actividad supresora
del PTGS a nivel local.
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Aqui podemos observar como se comprobd mediante una alineacién que la secuencia
solicitada para la sintesis y lo recibido son idénticas en un 99%.
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Ocurre lo mismo en el caso del virus BCRV, donde se comprobé mediante una

alineacion que la secuencia solicitada al laboratorio para su sintesis corresponde en un

99% a la secuencia recibida.
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