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RESUMEN

La agricultura es un soporte importante de la economia espainola, siendo la
citricultura la principal actividad agraria de la Comunidad Valenciana. La tristeza
es la enfermedad viral mas grave de este cultivo y su agente causal es el virus de
la tristeza de los citricos (CTV). El tipo e intensidad de los dafios provocados por la
tristeza en campo depende de las especies o combinacién variedad-patrén
infectadas, la cepa de CTV y las condiciones ambientales. CTV induce uno o mas
de los siguientes sindromes: 1) decaimiento y muerte de los naranjos dulces (ND),
pomelos y mandarinos injertados sobre el patron naranjo amargo (NA), sindrome
conocido como “tristeza”, Il) enanismo, acanaladuras en la madera y fruta de
pequefio calibre (stem pitting, SP), y Ill) enanismo y amarillamiento de plantas de
semilla de limonero, pomelo y NA (seedling yellows, SY).

La gama de huéspedes de CTV es muy restringida y hasta hace poco no se conocia
ningin huésped herbaceo experimental. Actualmente, se sabe que Ia
agroinfiltracién de Nicotiana benthamiana, una especie considerada no-huésped
de CTV, con clones de DNA complementario (cDNA) del aislado T36 de CTV
produce la infeccion sistémica de la planta, acompafiada de sintomas similares a
los inducidos en citricos, si bien la infeccidon no queda limitada al floema. El aislado
T36 induce SY y SP de lima Mejicana (LM), pero no en otros huéspedes como
pomelo o ND, por lo que el estudio de los determinantes genéticos responsables
de la induccion del sindrome de SP requeria desarrollar un sistema genético
basado en clones agroinfecciosos de un aislado inductor de estos sintomas, como
el aislado espafiol T318A. Para ello, se partié de clones de cDNA de longitud
completa de T318A previamente desarrollados en el laboratorio, capaces de
replicarse en hojas de N. benthamiana pero incapaces de inducir infeccion
sistémica y que presentaban varias mutaciones en su proteina de capsida
minoritaria p27. La correccidn de dichas mutaciones y la construccion de nuevos
clones de longitud completa de T318A marcados con el gen gfp, mostraron una
correcta replicacion en hojas agroinfiltradas de N. benthamiana, pero
nuevamente resultaron incapaces de inducir infeccidon sistémica en este huésped
experimental.

La respuesta diferencial de N. benthamiana frente a distintas cepas de CTV
permite estudiar los posibles factores implicados en la interaccion virus-huésped,
como paso preliminar para su estudio en citricos que es mas dificil de abordar.



Con este fin se analizd la interaccidon de las proteinas virales p20 y p25 de los
aislados T36 y T318A con proteinas de N. benthamiana utilizando un abordaje
protedmico consistente en: i) la expresidn transitoria de p20/p25 marcadas con
una etiqueta Strep-Tag en hojas de N. benthamiana, ii) purificacién de los
complejos proteina CTV-proteina huésped y analisis interactomico de los datos, y
iii) estudio de la interaccion directa entre p20/p25 y proteinas seleccionadas del
huésped mediante analisis del doble hibrido en levadura y complementacion
bimolecular de fluorescencia (BIFC). Este abordaje protedmico mostrd claras
diferencias entre aislados que pueden explicar, en parte, el comportamiento
diferencial de los aislados T36 y T318A en dicho huésped experimental.

La induccién del sindrome de decaimiento por parte de CTV en citricos y la
subsiguiente muerte de darboles de diferentes variedades injertadas sobre el
patrén NA, ha obligado a desarrollar una nueva citricultura basada en el uso de
patrones tolerantes al decaimiento. Sin embargo, dichos patrones son
agrondmicamente menos adecuados para las condiciones ambientales espafiolas
y su uso ha conllevado la aparicidon de nuevos problemas patoldgicos. Las plantas
de citricos propagadas sobre NA e infectadas por CTV muestran necrosis en los
tubos cribosos y disminucion del floema funcional, lo que impide la apropiada
translocaciéon de fotoasimilados a las raices. Estos desérdenes podrian ser
consecuencia de la activacion de los mecanismos de defensa del NA como la
reaccion de hipersensibilidad (hypersensitive reaction, HR), desencadenada por la
ruta del acido salicilico (AS), o el silenciamiento génico mediado por RNA (post-
transcriptional gene silencing, PTGS), para prevenir o retrasar la invasién y
acumulacién de CTV. Con el objetivo de avanzar en el mecanismo molecular de la
resistencia del NA a la infeccion por CTV, se estudid el papel de diferentes genes
implicados en las rutas del AS o del PTGS silenciando dichos genes de la planta
mediante el uso de un vector viral (virus-induced gene silencing, VIGS) basado en
el genoma del virus del manchado foliar de los citricos (citrus leaf blotch virus,
CLBV). El silenciamiento génico de las rutas del AS o del PTGS en plantas NA de
semilla o propagadas sobre limonero rugoso y la posterior inoculacidon de tres
aislados de CTV patogénicamente diferentes (T36, T318A y T385) mostrd la
implicacion de ambas rutas en la defensa del NA frente a CTV con distinta
intensidad segun los aislados y los tejidos de la planta. El andlisis de las proteinas
p20, p23 y p25 como posibles supresores de la ruta del AS mostré el caracter
multifuncional de estas proteinas virales e indicé que los aislados mas virulentos
de CTV poseen supresores mas potentes.



RESUM

L'agricultura és un dels suports principals de I'economia espanyola, sent la
citricultura la principal activitat agraria de la Comunitat Valenciana. La Tristesa és
la malaltia viral més greu d'aquest cultiu i el seu agent causal es el virus de la
tristesa dels citrics (CTV). El tipus e intensistat dels danys provocats per la tirstesa
al camp depenen de les espécies citriques infectades, de la combinacidé patré-
varietat empeltada, de |'aillat de CTV i de les condicions ambientals. CTV induix un
o més de les sindromes segiients: 1) decaiment i mort de taronger dolg (ND),
pomelo i mandariner empeltats sobre el patré taronger amarg (NA), sindrome
conegut com "Tristesa", Il) nanisme, estries en la fusta i fruita de xicotet calibre
(SP) i ) nanisme i tonalitat groguenta de plantes de llavor de llimera, pomelo i
taronger amarg (SY).

El rang d'hostes de CTV és molt restringit i fins fa poc no es coneixia cap hoste
herbaci experimental. Actualment es sap que la infeccié sistemica en Nicotiana
benthamiana, una espéecie no-hoste d'este virus, amb clons de DNA
complementari (cDNA) de l'aillat de T36 provoca la infeccié sistematica de la
planta, acompanyada de sintomes similars als induits en citrics, si be la infeccié no
qgueda llimitada al floema. L' aillat T36 induix SY i estries en la fusta de Llima
Mexicana (LM), pero no en altres hostes com a pomelo, ND o NA, pel que I'estudi
dels determinants genetics responsables de la induccié de la sindrome de SP
requeria desenvolupar un sistema genétic basat en clons agroinfecciosos d'un
aillat inductor d'estos simptomes, com l'aillat espanyol T318A. Per a aix0, es va
partir de clons de cDNA longitud completa de T318A préviament desenvolupats al
laboratori, capacos de replicar-se en fulls de N. benthamiana perd incapacgos
d'induir infeccid sistemica i que presentaven varies mutacions en la seua proteina
de capsida minoritatia p27. La correccié d’aquestes mutacions i la construccid de
nous clons T318A de longitud completa marcats amb el gen gfp, van mostrar una
correcta replicacio en fulls agroinfiltradas de N. benthamiana perd novament van
resultar incapacos d'induir infeccio sistémica en aquest hoste experimental.

La resposta diferencial dependent d'aillat en N. benthamiana front CTV permet
estudiar els possibles factors de la interaccid virus- hoste com a pas preliminar al
seu estudi posterior en citrics, un abordatge molt més dificil. En aquest sentit, es
va dur a terme I'estudi de la funcié de les proteines virals p20 i p25 dels aillats T36
i T318A amb proteines de N. benthamiana utilitzant un abordatge protedmic



consistent en: i) I' expressid transitoria de les dues proteines p20/p25 marcades
amb una etiqueta Strep-Tag en fulls de N. benthamiana, ii) purificacio dels
complexos proteina CTV-proteina hoste i analisi interactomic de les dades, i iii)
estudi de la interacci6 directa per mitja de doble hibrid en llevat i complementacié
bimolecular de fluorescéncia (BIFC) de les proteines virals i determinades
proteines de N. benthamiana. Aquest abordatge protedomic va mostrar clares
diferéncies entre aillats que poden explicar, en part, el comportament diferencial
dels aillats T36 i T318A en aquest hoste experimental.

La induccié de la sindrome de decaiment per part de CTV en citrics i la consequlent
mort d'arbres de diferents varietats empeltades sobre el patré NA, ha obligat a
desenvolupar una nova citricultura basada en I'ocupacié de patrons tolerants al
decaiment. No obstant aixd, aquestos patrons sén agronomicament menys
adequats per a les condiciones ambientals espanyoles i la seva utilitzacié ha
comportat |'aparici6 de nous problemes patologics. Les plantes de citrics
propagades sobre NA i infectades por CTV mostren necrosi als tubs cribosos i
disminucié del floema funcional, la qual cosa impedix I'apropiada translocacié de
fotoasimilats a les arrels. Aquestos simptomes poden ser conseqiiéncia de
I'activacid de les rutes de defensa de la planta com la reaccié d'hipersensibilitat
(hypersensitive reaction HR), desencadenada per la ruta de I'acid salicilic (AS) o el
silenciamient génic mediat per RNA (post-transcriptional gene silencing, PTGS) per
a previndre o retrasar la invasio i acumulacié de CTV. Amb I'objectiu d'analitzar la
implicacié d’aquestes rutes en la defensa del NA front la infeccié per CTV, es va
estudiar el paper de diferents gens implicats en la ruta de I'AS i del PTGS per mitja
de I's del silenciamient genic induit per virus (virus-induced gene silencing, VIGS)
basat en el genoma del tacat foliar dels citrics (citrus leaf blotch virus, CLBV). El
silenciamient geénic de les rutes AS o PTGS en plantes NA de llavor o propagades
sobre Llimera rugosa i la posterior inoculaci6 de tres aillats de CTV
patogénicament diferents (T36, T318A i T385) va mostrar la implicacié de les dues
rutes en la defensa del NA front CTV amb diferent intensitat segons el aillats i els
teixits de la planta. L'analisis de les proteines p20, p23 i p25 com a possibles
supressors de la ruta de I'AS va mostrar el caracter multifuncional d'aquestes
proteines virals i va indicar que els aillats més virulents de CTV posseixen
supressors més potents.



ABSTRACT

The agriculture is an important support of Spanish economy, being the citriculture
the main agricultural activity in the Valencia area. Tristeza is the most important
viral disease affecting citrus plants and Citrus tristeza virus (CTV) is the causal
agent of this disease. In Spain, this disease caused the death of more than 50
million citrus trees. The type and intensity of the damage caused by Tristeza
depends on the citrus species, the combination varieties-rootstock, the CTV strain
and the environmental conditions. CTV induces at least one of this syndromes: 1)
decline and death of sweet orange (SwQ), grapefruits and mandarin trees grafted
on sour orange (SO) rootstock, this syndromes is known as “tristeza”, Il) stunting,
stem pitting (SP) and small fruits, and Ill) stunting and leaf chlorosis of lemon,
grapefruit and SO seedlings (seedling yellows, SY).

The host range of CTV is restricted and until recently no experimental herbaceous
host was known. Nicotiana benthamiana is not considered as a CTV host but the
agroinoculation with clones of complementary DNA (cDNA) from the CTV isolate
T36 cause the systemic infection of the plant and similar symptoms to those
observed in citrus, although the infection is not limited to the phloem. T36 isolate
induces SY and SP of Mexican lime (ML), but not in other hosts such as grapefruit
and SwO. Therefore, to study the genetic determinants responsible of the SP
syndrome induction was necessary to develop a genetic system based on
agroinoculated clones from an isolate able to induce these symptoms, such as the
Spanish isolate T318A. To do this, full length cDNA clones from T318A were
obtained. They are able to replicate in N. benthamiana leaves but unable to
induce systemic infection and showed several mutations in their protein of the
minor coat, p27. The correction of these mutations and the construction of new
clones of complete length from T318A labeled with the gfp gene, showed a proper
replication in agroinoculated leaves of N. benthamiana, but they were still unable
to induce systemic infection in this experimental host.

The differential response of N. benthamiana to different CTV strains allows the
study of the potential factors involved in the virus-host interaction, as a
preliminary step for their study in citrus. The aim of this work was study the
interaction between the viral proteins p20 and p25 from the isolates T36 and
T318A with N. benthamiana proteins with a proteomic analysis consisted in: 1) the
transitory expression of p20/p25 fused to Strep-Tag in N. benthamiana leaves, |1)



purification of the CTV protein-host protein complex and interatomic analysis of
the data, and lll) the study of the direct interaction between p20/p25 and
selected plant proteins by the analysis of the double hybrid in yeast and
bimolecular complementation of fluorescence (BIFC). The proteomic analysis
showed strong differences between isolates that may partially explain the
differential behavior of the T36 and T318A isolates in this experimental host.

The induction of decline syndrome by CTV in citrus and the subsequent death of
the trees of different varieties grafted in SO rootstock, has leaded the
development of a new citriculture based on the use of tolerant rootstocks to
decline. However, the use of such rootstocks is not suitable according to the
Spanish environmental conditions, leading to the appearance of new pathogenic
problems. Citrus plants propagated on SO rootstock and infected by CTV show
phloem necrosis below the bud union that reduces the flow of carbohydrates to
the roots, resulting in loss of feeder roots that cannot sufficiently uptake water
and nutrients. These symptoms may be a consequence of the activation of
defense pathways in the plant, such as the hypersensitive reaction (HR), hormone
salicylic acid (SA) pathways or the RNA mediated post-transcriptional gene
silencing (PTGS). Their relation is essential to know their implication in the decline
of the varieties propagated on SO rootstock. Therefore, the role of different genes
involved in SA and PTGS has been studied by the silencing of plant genes using a
viral vector (virus-induced gene silencing, VIGS) based in the genome of the citrus
leaf blotch virus (CLBV). The gene silencing of the SA and PTGS in SO or SO
propagated on rough lemon rootstock and the subsequent inoculation of three
different pathogenicity CTV isolates (T36, T318A and T385) showed that both
pathways are involved in the SO defense against CTV with different intensity. This
intensity depends on the isolates and the plant tissues. The analysis of the
proteins p20, p23 and p25 as possible suppressors of the AS showed the
multifunctional character of these viral proteins indicating that the more virulent
CTV isolates possess the more powerful suppressors.
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Introduccion general

Los virus son microorganismos compuestos por una o mas moléculas de acido
nucleico (DNA o RNA, de cadena sencilla o doble, circular o abierta), normalmente
protegida/s por una o mas proteinas capsidicas y en ocasiones por una envuelta
lipoproteica, capaces de dirigir su propia replicacién en el interior de células vivas
de distintos tipos (animales, plantas, hongos o bacterias), usando la maquinaria y
componentes celulares de sus huéspedes. Son por tanto, parasitos obligados de
otros organismos que para completar su ciclo bioldgico y perpetuarse han de ser
capaces de penetrar en una célula, interaccionar apropiadamente con ésta para
efectuar su replicacion, moverse a otras células del organismo infectado y
finalmente pasar a un nuevo individuo. En ocasiones, la interaccién virus-huésped
produce, en éste ultimo, alteraciones fisioldgicas importantes que dan lugar a
enfermedades con distintos sintomas.

1. Interaccidn virus-planta

Dado que las células vegetales estan protegidas por una gruesa pared celular, los
virus solo pueden entrar en éstas a través de dafos causados en la pared celular o
ser introducidos por organismos vectores (generalmente insectos, pero también
acaros y hongos). Una vez dentro de la célula vegetal, se replican y se mueven a
corta distancia pasando a las células vecinas a través de los plasmodesmos como
complejos ribonucleoproteicos virales (VRNP) o viriones, y a larga distancia, a
través del floema. Los virus codifican en su genoma las proteinas necesarias para
su replicacién (Rep), encapsidacién (CP) y movimiento (MP) dentro de la planta, y
en algunos casos, proteinas que ayudan a su transmisiéon por vectores a nuevas
plantas. Cada una de estas proteinas, especialmente las implicadas en la
replicacion y movimiento del virus, debe interaccionar con factores del huésped
para poder completar adecuadamente las etapas sefaladas. Esta interaccion es
especifica para cada combinacidn virus-planta y determina que un virus pueda o
no colonizar una especie o variedad concreta. La relacion entre el virus y el
huésped puede ser compatible o incompatible. En el primer caso, el virus es capaz
de entrar en la planta, multiplicarse y moverse a través de ella, lo que da lugar a
una infeccién sistémica que puede o no ir acompafiada de la produccién de
sintomas. Mientras que el segundo caso, puede ser debido bien a que el virus no
reconozca la maquinaria de la planta necesaria para su multiplicacién, o que el
reconocimiento del virus por parte de la planta implique la inducciéon de una
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reaccién de hipersensibilidad (HR) con el fin de limitar la replicacion y el
movimiento del virus (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

1.1. Maecanismos de defensa de las plantas

Una vez que el virus penetra en la planta y se replica en las células iniciales, para
gue se establezca la infeccion sistémica es crucial la interaccion entre factores del
virus y del huésped (Gilberston y Lucas, 1996; Folimonova et al., 2008). Se sabe
que la infeccién sistémica ocurre en dos fases sucesivas. La primera es el
movimiento del virus célula a célula a través de los plasmodesmos que conectan
con las células vecinas. La segunda, es el movimiento a larga distancia que se da
cuando el virus alcanza los tubos cribosos del floema y se desplaza a través de
ellos para alcanzar zonas distales de la planta (Waigmann et al., 2004).

Los plasmodesmos consisten en complejos tuneles citoplasmaticos que conectan
células vecinas (Hull, 1991; Gilberston y Lucas, 1996; Ruiz-Medrano et al., 2004;
Scholthof, 2005). Para llevar a cabo el movimiento célula a célula, muchos virus
codifican proteinas de movimiento (MP) que modifican el limite de exclusion
molecular de los plasmodesmos, favoreciendo el paso de los viriones o VRNP a
través de los mismos (Hull, 1991; Gilberston y Lucas, 1996; Herranz y Pallds, 2004;
Haupt et al., 2005; Boevink y Oparka, 2005; Herranz et al., 2005; Lucas et al.,
2006; Wright et al., 2007). El mecanismo de accidn de las MP depende del tipo de
virus. Algunas pueden interaccionar con proteinas del citoesqueleto celular,
modificandolo y facilitando el trafico de viriones o proteinas virales por el
citoplasma celular; otras, localizan su accidn directamente sobre los
plasmodesmos y son transportadas a los mismos via el reticulo endoplasmatico
(Boevink y Oparka, 2005; Liu et al.,, 2005). Aparte de las MP, otras proteinas
virales podrian también tener una funcién importante en el movimiento de los
virus. Asi, se ha descrito que la CP de algunos virus resulta esencial para atravesar
los tubos cribosos y establecer la infeccidn sistémica (Gilberston y Lucas, 1996;
Lazarowitz y Beachy, 1999).
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1.1.1. Defensa basal o inmunidad activada por patrones moleculares
asociados a patégenos

A diferencia de los animales, las plantas no tienen unas células inmunoldgicas
especializadas, sin embargo, las células vegetales parecen tener una habilidad
innata para reconocer a los patdgenos y activar una respuesta defensiva adecuada
(Jones y Dangl, 2006). Independientemente de su via de entrada y tras la
superacién de las primeras barreras de la planta, el virus queda expuesto a la
deteccién por parte de un conjunto de receptores de reconocimiento de patrones
(Pattern recognition receptors, PRRs) (Chisholm et al., 2006). Estos receptores,
tienen la capacidad de identificar un agente externo al reconocer una serie de
patrones moleculares presentes en los patdégenos pero ausentes en las plantas
(Boller y Felix, 2009) que reciben el nombre genérico de patrones moleculares
asociados a patdgenos o PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns). Los
PAMPs son moléculas muy conservadas, esenciales para el ciclo vital de los
microorganismos (Segonzac y Zipfel, 2011) y que pueden incluir desde estructuras
extracelulares como la quitina de los hongos a estructuras intracelulares como el
factor Tu de elongacidon bacteriano o proteinas virales (He et al, 2007;
Schwessinger y Zipfel, 2008).

Al ser detectados los PAMPs por los PRRs se induce la denominada inmunidad
activada por PAMPs o PTI (PAMPs-triggered immunity), también conocida como
defensa basal (Jones y Dangl, 2006). Como resultado, se inician multiples eventos
de fosforilacion y se activan varias cascadas de sefializacidon mediadas por
proteinas quinasas de activacion mitdégena (Mitogen-activated protein kinases,
MAPKSs), las cuales activan determinados factores de transcripcion que inducen la
expresion de genes de defensa. Como consecuencia, se limita la proliferacién del
patégeno (Asai et al., 2002; Segonzac y Zipfel, 2011).

1.1.2. Inmunidad activada por efectores

Para que la infeccidn progrese es indispensable que el patégeno sea capaz de
suprimir esta primera respuesta de defensa basal de la planta o PTI. Para ello y
mediante un proceso de co-evolucion con la planta, los patdégenos han
desarrollado factores de avirulencia (Avr), conocidos como efectores. Estos
representan un amplio abanico molecular que va desde las enzimas hidroliticas
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fungicas o las toxinas bacterianas, hasta proteinas virales como las de la capsida
(Keen, 1990; Grabiel y Rolfe 1990; Ellis et al., 2000b).

Para defenderse contra estos efectores, las plantas han desarrollado mecanismos
mas especificos que se engloban dentro de la denominada inmunidad activada
por efectores (Effector-triggered immunity, ETI). La respuesta ETI suele ser mas
eficaz y presenta una duracién mas prolongada que la respuesta PTI (Boller y Felix,
2009). En la respuesta ETI estan involucrados los genes de resistencia (genes R) de
la planta. Los productos codificados por estos genes, activados mediante una
interaccion gen a gen, detectan directa o indirectamente las moléculas efectoras
sintetizadas por el propio patégeno (Flor, 1942, 1971; Bent, 1996; Ellis et al,
2000b; Albar et al., 2006; Moffet, 2009). La respuesta ETI, modula la interaccion
entre diversos complejos proteicos y las proteinas R para desencadenar una HR
caracterizada por una muerte celular programada (Programmed cell death, PCD)
qgue induce lesiones necréticas (Mandadi y Scholthof, 2013). Esta necrosis se
localiza alrededor de la zona de infeccidon y puede incluir lesiones cloréticas o
necréticas de las hojas, frutos o tallos. Las lesiones asociadas a virus son
manifestaciones sintomaticas de la respuesta inmune de la planta y son
desencadenadas por las células infectadas con la finalidad de limitar la
acumulacién viral a unos pocos cientos de células (Staskawicz et al., 1995; Heath,
2000; Shirasu y Shulze-Lefert, 2003; Soosaar et al, 2005; Albar et al., 2006;
Moffet, 2009).

Se han caracterizado 5 clases de proteinas R (Dangl y Jones, 2001; Lehmann,
2002), la mayoria de las cuales presentan dominios de unién a acidos nucleicos
(Nucleotide binding sites, NBs) y su estructura es rica en residuos de leucina
(Leucine-rich regions, LRR) (Maule et al., 2007; Collier y Moffett, 2009; Moffett,
2009; Gururani et al, 2012). Los dominios LRR estdan implicados en el
reconocimiento de los efectores y pequefias variaciones en sus residuos de
leucina confieren distinta especificidad frente al patégeno (Farnham y Baulcombe,
2006). Las regiones LRR y los extremos funcionales N-terminales de las proteinas R
son cruciales para la interaccion con otras proteinas de la planta formando
complejos proteicos que median el reconocimiento de los efectores de los
patégenos (Collier y Moffett, 2009; Moffett, 2009).

Una diferencia fundamental entre los PAMPs y los efectores radica en que los
primeros estdn muy conservados evolutivamente, mientras que los segundos,
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estdn sometidos a una constante co-evolucidn con los procesos de defensa de la
planta, modificandose segun su interaccidn con las proteinas R de la planta.

La HR produce un cambio en los niveles de las hormonas de defensa de la planta e
induce la produccién de acido salicilico (AS) o 4cido jasmoénico (AJ) y la
acumulacién de oéxido nitrico (ON) o especies reactivas de oxigeno (Reactive
oxygen species, ROS) y H,0,, tanto en los tejidos infectados como en los no
infectados de la planta (Culver y Padmanabhan, 2007; Carr et al., 2010; Pallas y
Garcia, 2011; Mandadi y Scholthof, 2012). A nivel celular, la HR afecta al ion
homeostatico Ca®* y altera el potencial de membrana, lo que modifica la
permeabilidad celular (Mur et al., 2008). Asi mismo, induce la deposicion de
calosa en los plasmodesmos (lo que dificulta el movimiento de los virus a corta
distancia) y activa la sintesis de proteasas como caspasas, enzimas implicadas en
el procesamiento de proteinas vacuolares relacionadas con la PCD o la necrosis
(Mur et al., 2008). La activacion de la HR induce una cascada de sefializacion
genética que conduce a la expresion de multiples proteinas como las proteinas
MAPKs (Mue et al., 2008) o proteinas relacionadas con la defensa fungica como
glucanasas y quitinasas que activardn la expresién de los genes de defensa.

1.1.3. Respuesta sistémica adquirida

La activacidn de las defensas de la planta a nivel local puede llegar a inducir una
respuesta sistémica adquirida (Systemic acquired resistance, SAR) resultado de la
acumulacién de fitohormonas como el AS o el Al en los tejidos distales (Vlot et al.,
20083; Liu et al., 2011).

La SAR es una respuesta inmune que protege los tejidos alejados de la zona de
infeccidn frente a una infeccidn posterior, pudiendo persistir hasta 3 semanas tras
la primera infeccion (Ross, 1961b). Se piensa que las modificaciones epigenéticas
como determinadas metilaciones del DNA vy la re-estructuracion de la cromatina
podrian ser criticas para el mantenimiento estable de la sefial SAR (Spoel y Dong,
2012) e incluso podrian ser transmitidas a la siguiente generacion (Luna et al.,
2012). La SAR constituye una respuesta de defensa ampliamente conservada e
inducida por diversos patdgenos bacterianos, fungicos y viricos. En contraste con
la HR, representa un mecanismo de defensa mas amplio y duradero para diversos
tipos de patdgenos simultdaneamente (Mandadi y Scholthof, 2013).
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La activacion de la SAR implica la sintesis de diversas moléculas como el glicerol-3-
fosfato (Chanda et al.,, 2011), derivados del indol (Truman et al., 2010) y acido
azelaico que a su vez inducen la sintesis del AS (Jung et al., 2009), del metil-
salicilato (MeSA), que es un derivado inactivo de AS (Park et al., 2007; Vlot et al.,
2008b), de glicero-lipidos (Chaturvedi et al., 2008) o de proteinas transportadoras
de lipidos (Liu et al., 2011).

Diversos estudios con el virus X de la patata (Potato virus X, PVX,) (Bendahmane et
al., 1999), el virus del enanismo arbustivo del tomate (Tomato bushy stunt virus,
TBSV) (Chu et al.,, 2000), el virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic
virus, CaMV) (Cole et al., 2001) o el virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic
virus, ToMV) (Ishibashi et al., 2007, 2009) revelan que, aunque la HR y la SAR son
rutas estrechamente relacionadas, son dos procesos claramente diferenciados
(Mandadi y Scholthof, 2013).

1.1.4. Proteinas relacionadas con la patogénesis

La activacion de las defensas de la planta induce toda una bateria de proteinas
relacionadas con la patogénesis (Pathogenesis related, PR) que constituyen un
grupo heterogéneo dividido en 17 familias. Estas proteinas, dependientes de la
especie vegetal y del tipo de patdgeno, se concentran principalmente en los
tejidos infectados, aunque en ocasiones pueden encontrarse en tejidos alejados
de la zona de infeccidn y son capaces de mantener su actividad varias semanas.

Entre las proteinas PR cabe destacar las PR1 y PR5, asociadas con una actividad
anti-viral, o la PR6, cuya activacién altera el ciclo de replicacidn de los virus y lo
inhibe (Gutierrez-Campos et al,, 1999). La PR2, con actividad [B-1-3-glucanasa,
junto con la PR3 y la PR8 (con actividad quitinasa) estan asociadas a la respuesta
antifungica (Van Loon et al.,, 2006). El tratamiento de plantas con AS induce la
expresion de genes PR y la resistencia contra virus, bacterias y hongos patégenos
(Vlot et al, 2009).
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1.1.5. Produccion de fitohormonas con implicacién en las defensas de la
planta

El reconocimiento del patdgeno, independientemente de que éste se haya
producido via PRRs o via ETI, desencadena una serie de respuestas defensivas por
parte de la planta que, en cualquier caso, provoca la biosintesis de fitohormonas
implicadas en los procesos de defensa (Dang y Jones, 2001; de Wit, 2007). Las
rutas de sefializacién activadas en mayor medida son las del AS, el Al y el etileno
(ET), pero también se activan las del acido abscisico (ABA), las citoquininas (CKs),
las giberelinas (GAs), las auxinas (AUX) o los brasinoesteroides (BR).

La via dependiente del AS estd principalmente relacionada con los procesos
infectivos de patdgenos bidtrofos y virus, mientras que las del Al y el ET combaten
fundamentalmente infecciones cursadas por patdgenos necrétrofos e insectos.
Por lo tanto, existe una dependencia entre el tipo de patdgeno y la activacion de
las rutas de sefalizacion defensivas (Glazebrook, 2005; Ldépez et al., 2008).
Ademads, existe una relacién antagonista entre estas rutas, por la que una elevada
resistencia a patdégenos bidtrofos esta correlacionada con una mayor
susceptibilidad a la infeccion por microorganismos necrdtrofos y viceversa
(Robert-Seilaniantz et al., 2011).

Se ha descrito que algunos patdgenos son capaces de provocar la alteracidn de la
homeostasis hormonal de la planta produciendo fitohormonas o moléculas que
las mimetizan o incluso induciendo activamente la produccién de dichas
hormonas en el huésped como estrategia para aumentar su virulencia (Lépez et
al., 2008; Robert-Selaniantz et al., 2011).

1.1.5.1. Ruta de sefalizacion del acido salicilico

Los compuestos fendlicos de la planta participan en numerosos procesos
metabdlicos que van desde la sintesis de lignina hasta su implicaciéon en la
actividad alelopatica de la planta. El AS lo hace en la sintesis de fitoalexinas
involucradas en la defensa de la planta. Se ha descrito que el AS participa en la
formacion de semillas, en el crecimiento celular, en el cierre de estomas, en la
expresion de genes asociados a senescencia y en la resistencia local y sistémica
frente a patdogenos bidtrofos (Raskin, 1992; Métraux y Raskin, 1993; Humphreys y
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Chapple, 2002; Loake y Grant 2007; Vlot et al., 2009). De igual modo, se ha
descrito que el AS puede alterar la sintesis de otras hormonas defensivas que
participan en las rutas de sefializacion del AJ, el ET y las AUX (Lorenzo y Solano
2005; Broekaert et al., 2006; Loake y Grant 2007; Balbi y Devoto 2008).

En plantas, la mayor parte de la sintesis del AS tiene lugar en los cloroplastos,
desde donde es liberado al citoplasma para ser glicosilado en su forma inactiva
(AS O-B-glucdsido, ASG) y almacenado en las vacuolas. Tras un fendmeno de
infeccion, el ASG puede ser rapidamente hidrolizado para generar la forma libre
AS bioactiva. La HR conlleva un aumento de la concentracién del AS en la zona de
infeccidn, una parte de este AS es inactivado mediante metilacién (meSA) y
transportado hasta tejidos lejanos, donde nuevamente sera activado, gracias a la
eliminacion del grupo metilo (Sanchez et al., 2010).

La acumulacidn de esta fitohormona esta principalmente regulada por la proteina
NPR1 (Non-expresser of pathogenesis-related genes 1). Esta proteina se encuentra
en el citosol de la célula en su forma inactiva, formada por oligdmeros asociados
mediante puentes disulfuro. El aumento del AS en la regidn infectada induce la
reduccidon de la proteina citoplasmatica NPR1 en mondmeros, los cuales son
transportados al interior del nucleo celular (Mou et al., 2003; Tada et al., 2008).
Una vez en el interior nuclear, los mondmeros de NPR1 interaccionan con diversos
factores de transcripcion, responsables de la activacién de los genes de defensa o
ETly a la muerte celular (Fu et al., 2012).

Las proteinas pardlogas NPR3 y NPR4 actian como receptores de la ruta de
sefializacion del AS mediando la degradacion de NPR1. Estas proteinas, presentan
dominios de unién especificos al AS pero con diferente afinidad, siendo mayor la
de NPR4 que la de NPR3. Ello sugiriere que la degradacién de NPR1 ocurre
mediante un proceso diferente segun la concentracion del AS. NPR4 degrada
NPR1 en bajas concentraciones de AS, mientras que, NPR3 lo hace a elevadas
concentraciones. Esta degradacién se lleva a cabo mediante el sistema ubiquitina-
proteosoma (UPS) gracias a la interaccidn especifica de NPR3/NPR4 con la ligasa
culina E3 (CUL3). Asi, el AS controla la accesibilidad de la ligasa CUL3 por los
reguladores NPR3 o NPR4. De este modo, en ausencia de una infeccién, NPR4 es
la proteina encargada de eliminar NPR1 mediante su interaccidén con el complejo
CUL3-NPR4. Esta interaccion produce el marcaje de NPR1 con residuos de
ubiquitina (ubiquitinacidn), lo que induce su degradacidn por parte del
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proteosoma 26S. Dicha regulaciéon, es importante para prevenir una falsa
activacion de las defensas de la planta. Aunque, es necesaria una concentracién
basal de AS para romper parcialmente la interaccién NPR1-NPR4, permitiendo la
acumulacién de parte del NPR1 nuclear, con el fin de evitar una elevada
susceptibilidad de la planta frente a enfermedades. Tras un proceso de infeccidn,
los niveles de AS aumentan a nivel local y sistémico, dando lugar a un gradiente
de concentracion decreciente desde la zona de infeccién hasta los tejidos distales.
Este aumento del AS, en las células infectadas, induce la degradacion de NPR1 por
la CUL3-NPR3 lo que desencadena la respuesta ETl y el fendmeno de necrosis
(consecuencia de una PCD) que limitarad el movimiento del patégeno. La menor
presencia de AS en zonas distales limita la interaccion de NPR1 y la CUL3-NPR3, lo
induce la SAR (Figura 1). Por lo tanto, la acumulacidén nuclear de NPR1 es
necesaria para la defensa basal, su degradacion por parte de NPR3 es necesaria
para la induccion de los genes de defensa y la PCD. Pero sélo la acumulacién de
NPR1 posterior a dicha degradacién por NPR3 es requerida para el
establecimiento de la SAR. Ademas, NPR3 y NPR4 forman homo y heterodimeros
en presencia de AS pero no en su ausencia, lo que sugiere que ambas proteinas no
sélo regulan la estabilidad de la proteina NPR1 sino que también presentan auto-
regulacion. NPR3 y NPR4 degradan la proteina NPR1, pero no alteran los niveles
de su RNA mensajero (mRNA) (Fu et al., 2012).

Como se ha indicado, la degradacion de NPR1 mediada por NPR3/NPR4
representa un regulador positivo de la SAR. Las plantas de Arabidopsis thaliana
mutantes npr3 y npr3-npr4, al no ser capaces de degradar la proteina NPR1
presentan comprometida la respuesta SAR y ETI pero ven aumentada su defensa
basal, lo que produce una reduccion significativa del patégeno (Santner et al.,
2009; Fu et al., 2012). Estos mismos resultados se observaron en plantas
mutantes cul3a-cul3b, lo que refuerza el papel de NPR3 y NPR4 en la degradacion
de NPR1 mediada por Culina E3 (UPS). Las respuestas SAR y ETI estan
consideradas dos respuestas de defensa diferentes. Sin embargo, podrian estar
relacionadas entre si. Ademads, el doble mutante npr3-npr4 es incapaz de inducir
la PCD bajo condiciones de infeccidn bacteriana (Fu et al., 2012). Este fenotipo no
se observa en plantas triple mutante npri-npr3-nprd infectadas, lo que sugiere
gue la deficiencia en la induccién de la PCD y la ETI es consecuencia del aumento
de la proteina NPR1 al no poder ser degradada por NPR3 ni NPR4. Estos
resultados refuerzan la idea de que la proteina NPR1 actla como represora de la
PCD (Rate et al., 2001).

11
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La implicacion del AS en la respuesta de defensa frente a virus estd extensamente
documentada. En plantas de tabaco infectadas con el virus del mosaico del tabaco
(Tobacco mosaic virus, TMV) se produjo un incremento significativo del AS tanto
en las hojas inoculadas como en los tejidos distales y paralelamente, se
incremento la expresion de los genes PR (revisado en Viot et al., 2009). Resultados
similares se obtuvieron en plantas de patata infectadas con el virus Y de la patata
(Potato virus Y, PVY) (Baebler et al., 2014). De este modo, la sobre-expresidon de
genes responsables de la biosintesis del AS, o la aplicacidon exégena del mismo,
aumenta la inmunidad basal de la planta y retrasa el inicio de la infeccién viral y el
establecimiento de la enfermedad (Ishihara et al., 2008; Mayers et al., 2005). Asi
mismo, se ha observado que la mutacién de determinadas proteinas del huésped
implicadas en la ruta de sefializacion del AS afecta a la capacidad defensiva de las
plantas haciéndolas susceptibles a las infecciones virales, incluso en plantas que
contienen genes R (Dinesh-Kumar et al., 2000; Baebler et al., 2014).
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Figura 1: Modelo de accion de NPR3 y NPR4 como receptores de sefializacion del AS
(representado como SA, de sus siglas en inglés) en la respuesta basal, la ETl y la SAR. La
degradaciéon de NPR1 mediante accidon de NPR3/NPR4 es dependiente de la concentracion
del AS y la induccién de la ETI/PCD o SAR es dependiente de la concentracién de la
proteina NPR1. TF: Factores de transcripcion. Ub: residuos de ubiquitina (tomado de Fu et
al., 2012).
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1.1.5.2. Ruta del acido jasmdnico

El AJ es una fitohormona lipidica, derivada de la oxidacién de los acidos grasos
linolénicos, que actia como molécula de sefializacién en numerosas situaciones
de estrés y procesos de desarrollo de la planta (Gasperini et al., 2015). La ruta de
sefializacion del AJ se suele asociar con la defensa frente a patdégenos necrétrofos,
es decir, patdgenos que obtienen los nutrientes de la descomposicién de las
células del huésped, por lo que conllevan la muerte de las mismas desde el inicio
de la infeccidn. El dafio en la membrana celular libera los acidos a-linolénicos, los
cuales son utilizados en la biosintesis del AJ. Una vez sintetizado y liberado en el
citoplasma, el AJ activa el sistema de degradacion de proteinas, mediante el
sistema UPS, que a su vez induce la expresion de los genes de defensa (Nagels-
Durand et al., 2016).

Si bien se ha descrito que las rutas del AS y AJ/ET son antagonistas, en casos
puntuales se ha observado sinergismo entre ambas vias (Lorenzo y Solano, 2005).
Aunque este antagonismo parece ser bidireccional, se ha observado que hay mas
genes dependientes del AJ reprimidos por la ruta de sefializaciéon del AS, que el
fendmeno contrario (Glazebrook et al., 2003). De hecho, infecciones de A.
thaliana con patégenos biotrofos, necrétrofos e insectos, indicaron una
priorizacion por parte de la planta en la activacion de la via de sefalizacion del AS
frente a la del AJ (Koornneef et al., 2008).

Algunos estudios han relacionado el AJ con la defensa frente a virus. De hecho, la
proteina C2 de algunos geminivirus (virus de DNA circular) interacciona con un
complejo del sistema UPS que actua modulando negativamente la via de
sefializacion del AJ, asi como la del ABA y las AUX. Ademas, tratamientos con Al
indujeron un descenso en la acumulacion del virus del rizado apical de la
remolacha (Beet curly top virus, BCTV) (Lozano-Duran et al., 2011). Sin embargo,
plantas de Nicotiana tabacum silenciadas para AOS (Allene oxide synthase, un gen
implicado en la biosintesis del AJ) e infectadas con TMV, mostraron un aumento
de la resistencia a TMV que fue localmente reducida mediante la aplicacion de
metil-jasmoénico (MelA). Esta reduccion de la resistencia local permitio el
movimiento sistémico de TMV. Los autores consideraron que el incremento de la
resistencia observada en las plantas silenciadas para AOS era consecuencia del
aumento de AS observado en dichas plantas (Oka et al., 2013). Ademas, se ha
descrito que la aplicacion de AJ en fases tardias de la infeccién provoca un
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descenso de la resistencia frente a virus (Garcia-Marcos et al., 2013; Pacheco et
al., 2012). Por todo ello, la comprensidn del efecto del AJ en las infecciones virales
necesita mds estudios que involucren a hormonas defensivas con funcién
antagonica o sinérgica que puedan estar involucradas en los procesos iniciales de
la infeccion.

1.1.5.3. Ruta del etileno

El ET estd directamente implicado en distintos estadios del desarrollo de la planta,
participa en el proceso de senescencia y en la defensa frente a patdgenos
necrétrofos (Pieterse et al., 2012). Al no pertenecer los virus a este tipo de
patdgenos, el ET no parece estar muy implicado en los procesos de defensa frente
a virus. No obstante, existen algunos estudios que muestran una alteracion de los
niveles de ET en la aparicidon de sintomas relacionados con infecciones virales.

Hace afios se describio el ET como posible responsable de la apariciéon de los
sintomas inducidos en pepino por el virus del mosaico del pepino (Cucumber
mosaic virus, CMV) (Marco y Levy, 1979). Mas recientemente, Geri y sus
colaboradores (2004) utilizaron una linea transgénica de A. thaliana que
expresaba la proteina p6 de CaMV para identificar aislados mutantes que no
produjeran o disminuyeran los sintomas asociados a p6 (enanismo y clorosis
foliar) en A. thaliana. Al comparar las infecciones cursadas en plantas control y
plantas transgénicas para p6, observaron que estas ultimas no desarrollaban
sintomas y eran totalmente insensibles al ET, por lo que, los autores dedujeron
gue los sintomas de CaMV en estas plantas podrian depender de la interaccién de
p6 con determinados componentes de la ruta del ET (Geri et al.,, 2004). Ademas,
se ha encontrado que determinados precursores del ET se acumulan localmente
alrededor de las areas necrdticas en plantas de N. tabacum resistentes a TMV, lo
gue indica la posible contribucidn del ET a la formacion de estas lesiones (Delaat y
Vanloon, 1983; Ohtsubo et al., 1999). Al igual que el AJ enddgeno, el ET presenta
una relacién de antagonismo con la ruta del AS en la mediacion de las defensas
frente a virus.
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1.1.5.4. Ruta del acido abscisico

El ABA es una fitohormona sesquiterpenoide (terpeno de 15 carbonos) que regula
numerosos procesos de desarrollo de la planta y estad implicado en la germinacion
de semillas o la maduracién de los frutos. EL ABA es considerado como la
hormona clave en la modulaciéon de la respuesta a estrés abidtico (Atkinson y
Urwin, 2012; Rajjou et al.,, 2012; Sung y Luan, 2012). Se ha descrito su papel
antagonista de otras rutas hormonales de defensa como la del AS o AJ, siendo
capaz de suprimir la induccién de ROS y la expresidon de los genes regulados por
las rutas de sefializacion del AS o AJ. De este modo, el ABA representa un
regulador negativo de las defensas de la planta controladas por estas rutas
(Asselbergh et al., 2008; Ton et al., 2009). No obstante, en diversos estudios, se ha
observado el incremento simultaneo del ABA y del AS en infecciones cursadas por
TMV (Frase y Whenham, 1989; Alazem et al., 2014).

En procesos de infeccién virales, esta fitohormona puede presentar diferentes
funciones frente a un mismo patégeno dependiendo del momento de la infeccidn
en el que participe. Asi, es capaz de regular las defensas de la planta en las fases
iniciales de la infeccion mediando la oclusidn de los estomas, lo que limita la
invasién del patégeno. En cambio, si el patégeno es capaz de vencer las primeras
defensas de la planta, el ABA puede inducir la deposicion de residuos de calosa y
de este modo, dificultar el movimiento del mismo. De hecho, la primera
interaccion virus-ABA fue descrita en infecciones de N. tabacum y plantas de
tomate por TMV, en las que el incremento de la fitohormona ABA producia la
deposiciéon de calosa y la consecuente limitacion del movimiento del virus
(Whenham et al.,, 1986; Frase y Whenham, 1989). Ademads, se sabe que la
respuesta del ABA en la defensa frente a virus esta mediada por la inhibicién de la
enzima B-1-3-glucanasa, que es responsable de la degradacion del B-1-3-glucano
(calosa), lo que da lugar a la deposicion de calosa en los plasmodesmos (Mauch-
Mani y Mauch, 2005). Sin embargo, el ABA también puede actuar en fases
posteriores de la infeccidn. Asi, la aplicacién exdégena de ABA en plantas de
Phaseolus vulgaris infectadas con el virus de la necrosis del tabaco (Tobacco
necrosis virus, TNV) produjo una disminucién de los sintomas y un descenso del
titulo viral (Iriti y Faoro, 2008).

El ABA también parece jugar un importante papel en el PTGS mediado por RNA e
interacciona, directa o indirectamente, con este sistema, por ejemplo, mediante

15



Introduccion general

la modulacién de los niveles del argonauta 1 (AGO1) (Li et al., 2012). Por tanto,
esta fitohormona parece influenciar la repuesta de defensa frente a virus a
distintos niveles que incluyen el procesamiento de mRNAs, la biosintesis de
pequefios RNAs interferentes (small interfering RNA, siRNA) (Papp et al., 2004;
Kim et al., 2008; Kuhn et al., 2008; Pieczynski et al., 2013) o la regulacién de otras
hormonas implicadas en los procesos de defensa, como el AS. Sin embargo, aln
no se dispone de un modelo claro sobre la actuaciéon del ABA en el proceso de
defensa de las plantas frente a los virus.

1.1.5.5. Ruta de las auxinas

Las AUX son fitohormonas implicadas principalmente en el crecimiento, desarrollo
y mantenimiento de la dominancia apical de las plantas. Plantas mutantes para
genes implicados en las vias de sefalizacion de las AUX presentan fenotipos
aberrantes y malformaciones en el crecimiento (Benjamins y Scheres, 2008)
similares a los sintomas inducidos por infecciones virales (Andrade et al., 1981;
Pratap et al., 2012). Ademas, algunos virus interaccionan con ciertos factores de
respuesta a AUX (Auxin response factors, ARFs) involucrados en la dominancia
apical y alteran su localizacién subcelular, asi como sus funciones, lo que
promueve la replicacion y diseminacion de algunos virus, como el TMV
(Padmanabhan et al., 2005; 2008). La manipulacidn de los factores ARFs conlleva
fenotipos aberrantes. Esto sugiere que algunas infecciones virales comprometen
la ruta de sefalizacién o la biosintesis de las AUX (Kazan y Manners, 2009).

En diversos estudios se ha descrito una relacién cruzada entre las AUX y la ruta de
sefializacion del AS. Asi, la activacién de la via dependiente de las AUX inducida en
infecciones causadas por patdgenos bidtrofos (como las bacterias o virus, entre
otros) esta relacionada con una mayor susceptibilidad e inhibe la HR al suprimir la
expresion de PR1 (Park et al., 2007; Robert-Seilaniantz et al.,, 2011) y reprimir la
ruta de sefializacion del AS (Robert-Seilaniantz et al.,, 2007, Benjamin y Scheres,
2008).
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1.1.5.6. Ruta de las citoquininas

Las CKs son un grupo de hormonas producidas en el meristemo de las raices y
translocadas a zonas aéreas de la planta, donde participan en diferentes procesos
como la proliferacién y elongacidon celular, la movilizacién de nutrientes, la
longevidad de las hojas y el retraso de la senescencia (Aloni et al., 2005;
Sakakibara, 2006). El establecimiento de una conexion entre las CKs y las rutas de
defensa de la planta ha sido reciente. Actualmente, se sabe que algunos
patdgenos, como bacterias y hongos, producen CKs o son capaces de activar su
produccién en la planta, de este modo, consiguen alterar las defensas, producir el
desvio de nutrientes hacia tejidos infectados (Choi et al, 2011) o retrasar la
senescencia de las células infectadas (Walters y McRoberts, 2006). Ademas, en
infecciones cursadas por el patdgeno bacteriano Pseudomonas savastanoi, las CKs
son capaces de suprimir defensas de la planta como la HR (Robert-Seilaniantz et
al., 2007). Este fendmeno no ha sido observado en virus puesto que no son
capaces de producir CKs. No obstante, algunos estudios sugieren la implicacién de
estas hormonas en la defensa frente a virus. Asi, diversos experimentos
fundamentados en la accidon de la enzima S-adenosilhomocisteina hidrolasa
(SAHH), la cual lleva a cabo la metilacién del extremo 5° terminal de algunos virus
necesaria para su replicacion, mostraron que virus dependientes de la SAHH
encontraban una mayor resistencia para infectar plantas desreguladas para dicha
enzima. Sorprendentemente, virus que no requieren de la acciéon de SAHH para su
replicacion también vieron aumentada dicha resistencia en las mismas plantas.
Los autores consideraron que este fendmeno podria producirse al tener lugar un
aumento significativo de CKs en los exudados procedentes de las raices como
consecuencia de la desregulacién de SAHH y que estas CKs podrian jugar un
importante papel en la resistencia de las plantas frente a virus (Choi et al., 2011,
Masuta et al., 1995).

Este aumento de resistencia por parte de las plantas estd apoyado por otros
estudios que revelan una correlacion entre la sintesis de CKs y la activacion de la
ruta de sefializacion del AS. Se ha observado que algunas CKs activan el factor de
transcripciéon ARR2 (Arabidopsis response regulator 2), el cual modula
positivamente la ruta del AS mediante la interaccién con otro factor de regulacion
para la transcripcidn de los genes PR1 y PR2. De este modo, se ha observado que
plantas que sobre-expresan ARR2 incrementan la transcripcién de los genes
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implicados en la biosintesis del AS, asi como, la ruta de sefializaciéon del mismo
(Choi et al., 2011).

Aungque se piensa que puede existir una interaccion entre las CKs y la expresidn de
los genes R, el estudio de esta interaccidon aun no ha sido debidamente abordado.

1.1.5.7. Rutade las giberelinas

Las GAs son hormonas producidas en la zona apical de la planta, en frutos o en
semillas. Estan implicadas en la germinacién de las semillas, en la floracidn, en la
inducciéon del desarrollo de yemas o frutos y en el crecimiento longitudinal del
tallo (Sun y Gubler, 2004). Estas hormonas promueven el crecimiento de la planta
mediante la degradacién de las proteinas DELLA, las cuales actian como
reguladores negativos del crecimiento (Robert-Seilaniantz et al., 2007; Jiang y Fu,
2007). La pérdida de funcidon de las proteinas DELLA en plantas mutantes,
aumentd la resistencia a patdgenos bidtrofos y mostréd una hipersensibilidad
frente a patdgenos necrdtrofos (Navarro et al.,, 2008), lo que sugiere que las
proteinas DELLA modulan la resistencia de la planta frente a patdgenos
necrétrofos, mientras que las GAs lo hacen frente a biétrofos, al mismo tiempo
gue promueven la susceptibilidad frente a patégenos necrétrofos. Esta regulacion
de la resistencia se lleva a cabo mediante la modulacién del balance entre las
rutas de sefializacion del AS y del AJ/ET. Las GAs aumentan la acumulacién de AS y
ROS e inhiben las vias de sefializacion de AJ/ET (Robert-Seilaniantnz et al., 2007;
2011).

En el caso del virus del enanismo del arroz (Rice dwarf virus, RDV), la implicacién
de las GAs en la defensa antiviral de las plantas parece seguir un modelo en el cual
la proteina p2 de la capsida de RDV interaccionaria con el factor clave de la
biosintesis de las giberelinas, la Ent-Kaurene oxidase (Helliwell et al., 1998),
reduciendo los niveles de dicha enzima durante el proceso de infeccién (Zhu et al.,
2005). Se cree ademas que esta interaccion podria interferir también con la
biosintesis de AUX y promover la replicacidn viral, aunque esta hipdtesis todavia
necesita de comprobaciéon experimental (Zhu et al., 2005; Pallas y Garcia, 2011).
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1.1.5.8. Ruta de los brasinoesteroides

Los BR son un grupo de hormonas polihidroxiestereoideas que afectan a un gran
numero de procesos celulares como la elongacion, proliferacidn y diferenciacién
celular asi como al bombeo de protones y a la polarizacion de la membrana
(Clouse y Sasse, 1998; Xia et al., 2010). Pero también pueden estar implicados en
la resistencia frente a virus en determinadas especies como la patata, el arroz o el
tabaco (Nakashita et al., 2003). Incluso se ha observado que tratamientos con BR
exogeno disminuye el titulo viral en plantas de tabaco infectadas con TMV (Hayat
et al.,, 2011). Esta defensa inducida por BR es independiente del AS, pues no
afecta a los niveles de AS ni de las proteinas implicadas en la SAR (PR-1, PR-2 y PR-
5) (Nakashita et al., 2003). Sin embargo, la SAR es inducida por el tratamiento con
BR 24 horas después de la infeccion por TMV (Hayat et al., 2011).

1.1.6. Sistema Ubiquitina-proteosoma

El sistema UPS juega un importante papel en la interaccion virus—huésped y en la
defensa antiviral (Gao y Luo, 2006). Este sistema, regula diversas actividades
celulares como el ciclo de divisién celular, la transcripcion y las sefales de
traduccién (Hershko y Ciechanover, 1998). Las principales enzimas involucradas
en este proceso son la enzima activadora de ubiquitina E1, la enzima conjugadora
de ubiquitina E2 y la ligasa ubiquitina E3 (SKP). Estas tres enzimas conforman un
complejo proteico, que junto con las proteinas culina y F-box, estd especializado
en la poli-ubiquitinacidn de las proteinas celulares. Ello conlleva la degradacién de
dichas proteinas por parte del proteosoma 26S (Hua y Vierstra, 2011). Estos
procesos de regulacidon constituyen un mecanismo de control de la sefializacion
hormonal en plantas, comun a casi todas las rutas hormonales descritas, que en
algunos casos explica cdmo se regula molecularmente la interacciéon entre
diversas rutas.

Actualmente, existe cierta controversia sobre si la planta emplea el sistema UPS
para defenderse de la infeccién viral o si el virus utiliza este sistema para
promover su virulencia. Asi, durante la infeccién de plantas de N. tabaccum por
TMV, los complejos mediados por los genes de resistencia N interaccionan con el
UPS para marcar las proteinas celulares y disminuir el crecimiento y desarrollo de
la planta, aumentando la virulencia (Nezames y Deng, 2012). También TBSV
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necesita niveles dptimos de su proteina p33 poli-ubiquitinada para activar la
expresion de una proteina del huésped (Vps23p), que interviene en el complejo
de clasificacion endosomal requerido para el transporte, la cual juega un papel
decisivo en la replicacion e invasion del virus (Li et al., 2008). Sin embargo, otros
estudios refuerzan la implicacién del UPS en la respuesta inmune antiviral. Por
ejemplo, las proteinas de movimiento del virus del mosaico amarillo del nabo
(Turnip yellow mosaic virus, TYMV) presentan una elevada susceptibilidad para el
marcaje sus proteinas y consecuente degradacion mediante la maquinaria del
sistema UPS, lo que resulta en un descenso de la virulencia y capacidad
patogénica del virus (Reichel y Beachy, 2000; Drugeon y Jupin, 2002). De igual
modo, el factor de patogenicidad C2, codificado por BCTV, interacciona con el
sistema UPS para promover la degradacion de la proteina del huésped S-
adensosil-metionina que metila las moléculas de dsDNA sintetizadas de novo
durante el proceso de replicacién del BCTV y facilita la degradacion de las mismas,
impidiendo la proliferacion del virus (Zhang et al., 2011).

1.1.7. Silenciamiento génico post-transcripcional mediado por RNA

El PTGS mediado por RNA, engloba un conjunto de procesos que regulan la
estabilidad del genoma de la planta (Baulcombe, 2004; Chan et al., 2004; Ekwall,
2004; Wassenegger, 2005; Vaucheret, 2006), la expresion de los genes
relacionados con el desarrollo de la misma (Carrington y Ambrds, 2003; Bartel,
2004; Baulcombe, 2004; Dugas y Bartel, 2004; Chen, 2005; Carthew, 2006; Jones-
Rhoades et al.,2006; Chapman y Carrington, 2007) y la defensa de la planta frente
a elementos transponibles de DNA o frente a virus (Voinnet, 2001, 2005;
Waterhouse et al., 2001, Ding et al., 2004; Lecellier y Voinnet, 2004; Dunoyer y
Voinnet, 2005; Li y Ding, 2005; Ding y Voinnet, 2007). Este proceso consiste en la
produccién de pequefias moléculas de RNA de dos tipos, los micro RNA (miRNA) o
los siRNA, a partir de moléculas de dsRNA derivadas de transcritos endégenos o
exdgenos, respectivamente.

A diferencia de los genes R, la defensa antiviral mediada por PTGS, presenta una
elevada capacidad para adaptarse a cualquier patdgeno potencial, puesto que su
especificidad no esta genéticamente codificada por el huésped, sino que depende
Unicamente de la secuencia viral procesada (Voinnet, 2001). En virus, este
mecanismo se activa como consecuencia del reconocimiento de moléculas de
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dsRNA fordneo, generadas durante la replicacién del RNA gendmico (gRNA), por
estructuras secundarias del gRNA o por RNAs subgendmicos (sgRNAs). Las
moléculas de dsRNA son reconocidas y escindidas por las enzimas de tipo Dicer
(Dicer like, DCL) (Liu et al., 2009) que poseen dominios RNAsa Ill y que producen
fragmentos de entre 21 y 24 nucledtidos (nt), los siRNA. Las moléculas de siRNA
son incorporadas al complejo ribonucleoproteico denominado complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex, RISC). La unién
de este complejo con una de las cadenas de siRNA guia la degradacidon especifica
del RNA homdlogo mediante la enzima RNasa H, conocida como Argonauta
(AGO). Asi mismo, los siRNAs pueden ser utilizados como cebadores en la sintesis
de nuevas moléculas de dsRNA mediante RNA polimerasas dependientes de RNA
(RNA-dependent RNA polymerase, RDR) de la planta. En virus este fendmeno es
producido por la RDR1 y la RDR6 (Baulcombe, 2004). Estas nuevas moléculas de
dsRNA seran degradadas por enzimas DCL, lo que conlleva la acumulacién de
siRNAs secundarios y a la amplificacion de la sefial de silenciamiento. (Qu et al.,
2005; 2008; Garcia-Ruiz et al., 2010) (Figura 2).

La activacion del PTGS se produce inicialmente en una Unica célula para,
posteriormente, extenderse a células vecinas mediante el movimiento de los
siRNA de 21 nt a través de los plasmodesmos (Hamilton, 2002; Himber et al.,
2003; Dunoyer y Voinnet 2005; Schawch et al., 2005). Los siRNA secundarios son
transportados a través del floema hacia otros tejidos de las plantas, constituyendo
la sefial moévil encargada de extender el silenciamiento al resto de la planta
(Hamilton y Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2001; Mlostshwa et al., 2002;
Voinnet, 2005; Kalantidis et al., 2008). El nimero de genes que codifican proteinas
participantes en cada una de las distintas etapas del proceso de silenciamiento
depende de la especie, por ejemplo, A. thaliana codifica 4 proteinas DCL, 10 genes
AGO y 6 RDRs.
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Figura 2: Representacion esquematica del silenciamiento génico post-transcripcional
(PTGS) mediado por RNA. Las moléculas de dsRNA viral y los pre-miRNA celulares son
cortadas por las enzimas Dicer (DCL), lo que genera siRNAs y miRNAs, respectivamente.
Los siRNAs y miRNAs son cargados en el complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC) que contiene las proteinas argonautas (AGO), responsables de la degradacion de los
RNAs diana. Los productos resultantes pueden ser amplificados por un complejo proteico
formado por las RNA polimerasas dependientes de RNA RDR1 y RDR6 que luego daran
lugar a los siRNAs secundarios que amplificaran la sefial de silenciamiento. Algunos
complejos RISC cargados con siRNAs virales pueden procesar miRNAs lo que puede dar
lugar a la produccién de determinados sintomas de la enfermedad. Sintomas que también
pueden ser provocados por los supresores de silenciamiento p19 de tombusvirus, Hc-Pro
de potyvirus o p15 de pecluvirus (Tomado de Pallas y Garcia, 2011).
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1.1.8. Respuesta viral frente a las defensas de la planta

El PTGS representa una potente estrategia de defensa antiviral que induce la
destruccién del genoma viral e impide su multiplicacién y la invasiéon de otros
tejidos de la planta. Sin embargo, como contra-defensa, muchos virus de plantas
codifican proteinas capaces de suprimir este fendmeno. Estas proteinas se
denominan supresores del silenciamiento y pueden afectar a distintas etapas del
PTGS, dando lugar a un incremento de la carga viral y a la eliminacién del
silenciamiento sistémico (Raja et al., 2010). Los supresores del silenciamiento
pueden bloquear el procesamiento de dsRNAs por las enzimas DCL, impedir la
unién de los siRNAs al complejo RISC, el procesamiento de los siRNAs por las RDR
o secuestrar los siRNAs directamente. Todo ello, altera el metabolismo de los
siRNAs, imposibilita su accién o impide su movimiento a otras partes de la planta
(Roth et al., 2004).

Se han identificado numerosas proteinas virales con capacidad supresora, tanto
en virus de RNA como de DNA. Muchas de estas proteinas ademas de actuar
como supresores del silenciamiento también son determinantes de patogenicidad
y/o proteinas de movimiento viral (Li y Ding, 2006). Los supresores de
silenciamiento se han agrupado en tres familias bien diferenciadas (Diaz-Pendén y
Ding, 2008) que presentan una escasa similitud de secuencia o de estructuras
secundarias, indicando un origen evolutivo independiente (Carrington et al.,
2001). La primera familia, actia en los pasos iniciales del silenciamiento
intracelular de las células infectadas, impidiendo la metilacion de los siRNAs, su
procesamiento por DCL, la degradacion de AGO1 o inhibiendo la generacion de
dsRNA por unién a RDR6. Entre estos supresores encontramos las proteinas Hc-
Pro de potyvirus, p126 de tobamovirus, V2 de begomovirus, la proteina p21 de
algunos closterovirus como el virus del amarilleo de la remolacha (Beet yellow
virus, BYV) o la p6 del CaMV que interacciona directamente con DCL4 (Haas et al.,
2008). La segunda familia, estd compuesta por proteinas esenciales para el
movimiento célula a célula del virus pero que no afectan a la acumulacién viral en
la célula infectada, es decir, no afectan a la sintesis de siRNAs pero si a su
movimiento a corta distancia. Este es el caso de la p25 de potexvirus (Chiu et al.,
2010) o de la proteina de cubierta del virus de la mancha anular del tomate
(Tomato ringspot virus, ToRSV) (Karran y Sanfacon, 2014). Finalmente, las
proteinas de la tercera familia, facilitan el movimiento del virus a larga distancia o
intensifican los sintomas en los tejidos distales, dificultando el movimiento de los
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siRNAs a larga distancia, pero no afectan al movimiento célula a célula ni son
imprescindibles para la replicacidon del virus. Los supresores mas conocidos de
esta ultima familia son las proteinas 2b de cucumovirus, p38 de carmovirus y p19
de tombusvirus. Estas interceptan las moléculas de siRNAs de 21 nt (Diaz-Pendén
y Ding, 2008). Sin embargo, el mismo supresor podria actuar en distintas etapas
del PTGS. Asi, la proteina 2b del CMV, ademas de impedir el movimiento de los
siRNAs a larga distancia, se une especificamente a AGO1, degradandola e
impidiendo el procesamiento de los siRNA en su fase inicial (Zhang et al., 2006;
Goto et al., 2007; Ghosal y Sanfacon, 2015).

Como mecanismo de contra-defensa frente a la ruta de sefializacion del AS,
algunos virus son capaces de producir proteinas con capacidad supresora para
dicha ruta. Es el caso de la proteina p6 de CaMV, que suprime la ruta de
sefializaciéon del AS mediante la regulacidon de la proteina de defensa PRla o
mediante su interaccion con la proteina NPR1. Dicha interaccién tiene lugar
cuando NPR1 se encuentra formando oligodimeros en el citoplasma (Love et al.,
2012; Laird et al., 2013), lo que impide su degradacién en mondémeros y posterior
traslocacion al nucleo para activar los genes de defensa.

1.1.9. Interaccidn entre distintas rutas de defensa de la planta

Finalmente, se ha observado una relaciéon positiva entre la defensa mediada por el
AS y la maquinaria de PTGS (Alamilla et al., 2006; Hunter et al., 2013; Baebler et
al., 2014). Existen evidencias que sugieren que el AS refuerza el silenciamiento
antiviral en plantas de tabaco (Alamilla et al.,, 2006). Asi, el tratamiento con AS
incrementa los niveles de la RDR1 en plantas de N. tabacum o A. thaliana
(Alamilla et al., 2006; Hunter et al.,, 2013; Jovel et al., 2011; Yu et al., 2003).
Mientras que en la resistencia de A. thaliana mediada por PTGS los genes que
codifican las proteinas DCLs no dependen del AS (Lewsey y Carr, 2009), en plantas
de tomate la expresién de DLC1, DCL2, RDR1 y RDR2 fue inducida por AS en
infecciones cursadas por ToMV (Campos et al., 2014), lo que indica que la relacién
entre la rutas de sefnalizacion del AS y PTGS no esta todavia clara.

En resumen, la respuesta defensiva de la planta frente a patdgenos implica la
activacion de un amplio grupo de rutas metabdlicas como la acumulacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) o las rutas reguladas por el AS, AJ, ET, ABA o
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la mediada por PTGS. Estas rutas estan interconectadas entre si presentando
fendmenos de sinergismo y antagonismo entre ellas dependiendo del huésped y
del patégeno (Mandadi y Scholthof, 2013; Alazem y Lin, 2015) (Figura 3).
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Figura 3: Representacion general del efecto de las hormonas de la planta en la respuesta
defensiva frente a virus. Las hormonas representadas en circulos verdes tienen una
regulacion positiva en la defensa antiviral. La activacion de la ruta del acido salicilico,
(representado como SA, de sus siglas en inglés) mediante el reconocimiento de los
efectores virales por los productos de los genes R (CC-NB-LRR y TIR-NB-LRR) y citoquininas
(CKs), promueve la induccidén de especies reactivas de oxigeno (ROS), la reaccion de
hipersensibilidad (HR) y la activacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs) en
la zona de infeccién. Estas son transportadas hasta tejidos distales donde se da la
activacion de la respuesta sistémica adquirida (SAR). Las hormonas en circulos rojos
presentan una regulacion negativa en las defensas antivirales, como las auxinas (Auxin) o
el etileno (Et). Las hormonas en circulos azules, como el acido jasmdnico (JA) y el abscisico
(ABA), presentan efectos que pueden tanto favorecer como comprometer las defensas de
la planta frente a virus (tomado de Alazem y Lin, 2015).

25



Introduccion general

1.2. Estudio de la interaccion virus-planta mediante el estudio del
transcriptoma

Una de las técnicas gendmicas utilizadas para la identificacién de los genes del
huésped expresados durante un proceso de infeccién viral, es el uso de
micromatrices de DNA copia. Estas permiten un analisis de los perfiles de
expresion global de la planta y suponen una potente herramienta para el estudio
de los procesos biolégicos que ocurren en la interaccién entre la planta y el
patégeno durante la infeccidn (Ramonell y Somerville, 2002; Koltai y Volpin, 2003;
Gandia et al., 2007).

Una micromatriz de DNA consiste en un conjunto de secuencias de DNA
inmovilizadas sobre una superficie sélida y organizadas en cuadriculas
microscopicas mediante un sistema robotizado (Alba et al., 2004). Los datos de
expresion génica se obtienen mediante la hibridaciéon de la micromatriz con una
poblacién de DNA complementario (cDNAs) procedentes de la muestra problema
(planta infectada) y de la muestra control (planta no infectada) marcadas cada
una con fluoréforos diferentes, de modo que se obtiene una senal de
fluorescencia para cada sonda cuya intensidad representa el nivel de expresion de
dicho gen en la muestra (Busch y Lohmann, 2007). Asi, esta tecnologia facilita el
andlisis del transcriptoma de la planta infectada en comparacién con el de una
planta sana y permite detectar los genes con expresion modificada y por tanto,
directa o indirectamente, implicados en la interaccidn virus-planta durante el
proceso de infeccién (Whitham et al., 2003).

Choi y sus colaboradores (2015) emplearon recientemente esta metodologia para
analizar el transcriptoma del crisantemo en respuesta a la infeccidon cursada por
tres virus diferentes: CMV, el virus de la marchitez del tomate (Tomato spotted
wilt virus, TSWV) y PVX en la etapa temprana de la infeccidn. En este estudio se
identificaron un total de 125, 70 y 124 genes diferencialmente expresados en
plantas infectadas por CMV, TSWV y PVX, respectivamente, en comparacién con
la planta sana. De estos genes, 33 fueron regulados por los tres virus y codificaban
proteinas relacionadas con la respuesta a estrés, respuesta a quitina o proteinas
implicadas en la via de sefializacién del etileno, lo que indica su participacién en la
activacion del sistema inmune del huésped. Por el contrario, se observé una
disminuciéon de los genes que codificaban para proteinas implicadas en la
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replicacion del DNA, en la organizacidn de la cromatina, en la modificacidn de las
histonas y en la citocinésis (Choi et al., 2015).

Otro ejemplo del empleo de micromatrices es el estudio de la interaccidn virus-
planta llevado a cabo por Rai Ved Prakash y sus colaboradores (2016), donde
estudiaron el perfil de expresion génica del pimiento frente a la infeccién por dos
aislados del virus del rizado de la hoja del pimiento (Pepper leaf curl virus,
PepLCV) que dan lugar a una relacién patédgeno-huésped resistente o susceptible.
En este estudio se identificaron un total de 319 genes expresados
diferencialmente. De ellos, 234 mostraron sobre-expresién en la interaccidn
resistente respecto a la susceptible, lo que indica que la respuesta resistente
conlleva mayor expresion génica tras la infeccidn. Este estudio abre las puertas a
la identificacidon de los genes implicados en la resistencia del pimiento frente al
PepLCV (Prakash et al., 2016).

Recientemente estos estudios del transcriptoma se realizan mediante
secuenciacién masiva (Fu et al., 2017).

1.3. Estudio de la interaccion virus-planta mediante analisis proteédmico

Hasta el momento, los estudios de la interaccién virus-planta basados en la
gendmica funcional se han limitado fundamentalmente al analisis transcriptdmico
de la planta. No obstante, recientemente los enfoques protedmicos han
comenzado a tener importancia. El andlisis protedmico permite estudiar
cualitativa y cuantitativamente las diferencias en la abundancia de las proteinas
presentes como consecuencia del proceso de infeccion. Este analisis presenta
algunas dificultades en el caso de las plantas, como es la propia extraccién de
proteinas, debido a la alta concentracién de polifenoles y polisacaridos vegetales
gue pueden interferir en los subsiguientes pasos de separacion e identificacion de
las mismas. A esta dificultad, se suma la escasa informacion del proteoma de
muchas especies de plantas. No obstante, el desarrollo de potentes herramientas
protedmicas (como el andlisis mediante cromatografia liquida y/o espectrometria
de masas, (Liquid chromatography-Mass spectrometry, LC/MS o MS,
respectivamente) y eficaces plataformas bioinformaticas, han potenciado un
aumento de los estudios centrados en la interaccidn virus-planta. Esto ha
permitido la identificacion de un gran numero de proteinas del huésped
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implicadas en los procesos de defensa antiviral y la mejor comprension de los
mecanismos que determinan la relacion de compatibilidad/incompatibilidad entre
el virus y su huésped.

Esta aproximacion ha permitido estudiar las alteraciones a nivel proteico
producidas durante el proceso de defensa del tomate frente a CMV (Di Carli et al.,
2010), donde el 38, 18 y 14% de las proteinas identificadas mostraron una
relacién directa con los procesos de fotosintesis, metabolismo primario y defensa
de la planta, respectivamente. Mas concretamente, se observd la disminucidn, en
plantas infectadas respecto a plantas sanas, de la RubisCO, proteinas relacionadas
con el fotosistema Il, enzimas implicadas en la glucdlisis y la gluconeogénesis
como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y proteinas implicadas en la
respuesta al estrés oxidativo como la dehidroascorbato y la L-ascorbato
peroxidasa (Di Carli et al., 2010; 2012).

Diversos estudios han abordado la interaccién del virus TMV con diferentes
huéspedes. El estudio de la infeccidn de plantas de tomate asintomaticas, reveld
la implicacion directa de peptidasas, glucanasas y quitinasas en el proceso de
infeccidon cursado por TMV (Casado-Vela et al., 2006). Mientras que, el andlisis
protedmico comparativo entre proteinas nucleares del pimiento durante la
infeccién por un aislado de TMV virulento (que induce HR) y otro asintomdtico en
plantas de pimiento, permitid la identificacion de 6 proteinas inducidas en la
interaccion incompatible. Una de estas proteinas, la subunidad RPN7 del
proteosoma 26S (CaRPN7) mostré un significativo aumento durante la interaccion
incompatible. La sobre-expresién transitoria de CaRPN7 mediada por
Agrobacterium en hojas de pimiento revelé que dicha proteina podria estar
involucrada en la PCD (Lee et al., 2006).

El estudio comparativo del mecanismo de defensa del pimiento frente a dos
aislados del virus del moteado suave del pimiento (Pepper mild mottle virus,
PMMoV), uno de origen espafiol y otro italiano, que establecen con su huésped
interacciones incompatible y compatible, respectivamente, reveld la acumulacion
diferencial de las proteinas PR. Asi las PR1, PR2 y PR5 presentaron
significativamente mayor acumulacién durante la infeccién cursada por el aislado
espafiol. Esta fuerte acumulacion de proteinas PR estd estrechamente relacionada
con la induccion de la HR caracteristica en las interacciones incompatibles. Por
otra parte, los mecanismos de defensa alteraron la actividad fotosintética del
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huésped, produciendo el aumento de proteinas relacionadas con el fotosistema I
(como la PsbQ), lo que sugiere su posible implicacion en la defensa basal del
pimiento frente a PMMoV (Elvira et al., 2008).

1.4. Estudio de la funcion de genes de la planta mediante el
silenciamiento génico inducido por virus

El mayor conocimiento de los mecanismos moleculares en las relaciones de
interaccion virus-planta ha permitido el desarrollo de importantes tecnologias
biotecnoldgicas basadas en la modificacidon genética de virus para silenciar genes
0 expresar proteinas de interés. En el primer caso, se utiliza el silenciamiento
génico inducido por virus (Virus-induced gene silencing, VIGS). Esta tecnologia se
basa en la utilizacién del genoma del virus como un vector en el que se introducen
genes o fragmentos de genes de la planta con el fin de estudiar su funcion
mediante genética reversa al inducirse en la planta el silenciamiento del gen de
interés. Para ello, es necesaria la introduccion del virus modificado portador del
gen a silenciar en la planta mediante diferentes técnicas. La técnica mas
comunmente empleada es la agroinoculacién, la cual consiste en la clonacién del
virus portador del gen a silenciar en el T-DNA (Lee and Gelvin, 2008) de un
pldsmido binario capaz de replicarse tanto en Echerichia coli como en
Agrobacterium tumefaciens. Al inocular plantas con un cultivo de A. tumefaciens
transformado con dicho plasmido, el T-DNA es transferido al nucleo de las células
vegetales gracias a la presencia de los genes de virulencia vir. Este T-DNA que
incluye el cDNA del genoma viral modificado, es transcrito a RNA y comienza a
expresarse y replicarse (Grimsley et al., 1986; Turpen et al., 1993). Lla
agroinfiltracién puede realizarse directamente sobre las hojas, mediante el
empleo de una jeringa, o sobre la planta entera por inmersién de la misma en el
cultivo bacteriano. No obstante, la agroinoculacion de plantas lefiosas puede
resultar dificil, poco eficaz o incluso imposible. Para solventar este problema,
primero se agroinoculan plantas herbdaceas con la finalidad de que el virus se
multiplique facilmente en este huésped y conseguir de esto modo, una infeccion

sistémica. Posteriormente, a partir del material vegetal infectado, se obtendra un
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extracto de viriones, los cuales portardn el gen a silenciar, con el que se inoculan

mecanicamente plantas del huésped lefioso.

Tras la inoculacién del virus, tiene lugar la degradacion del genoma viral y del gen
insertado, con la consecuente produccidon de siRNAs como sistema de defensa de
la planta mediante PTGS. Estos siRNAs dirigen la degradacién del mRNA del gen
homodlogo al clonado en el virus, lo que propicia que la planta muestre el fenotipo
de silenciamiento o pérdida de funcidn de dicho gen.

En plantas, la formacidon de dsRNAs derivados de transgenes, virus, transposones
y elementos repetitivos depende de las RDRs celulares (Voinnet, 2008). En
Arabidopsis se ha demostrado que RDR6 regula la acumulacién de algunos virus
(Mourrain et al., 2000) y en Nicotiana benthamiana se ha observado que esta
polimerasa esta implicada en la amplificaciéon de la sefial de VIGS (Schwach et al.,
2005). La actividad de RDR6 es necesaria para que las células infectadas
respondan a la sefial inicial de silenciamiento y generen siRNAs secundarios, los

cuales activan una respuesta VIGS antiviral mas eficiente.

El primer vector que se usé en VIGS se desarrollé a partir del RNA gendmico de
TMV vy se utilizé para silenciar el gen de la fitoeno desaturasa (pds), una enzima
implicada en la biosintesis de carotenoides que protegen a la clorofila de la foto-
oxidacion, en plantas de N. benthamiana. Las plantas silenciadas mostraron un
fenotipo de blanqueamiento de los distintos tejidos tras la infeccion con
transcritos del vector viral (Kumagai et al., 1995). Desde entonces, son muchos los
virus que se han modificado para desarrollar vectores VIGS, algunos de los cuales
pueden silenciar genes en distintos huéspedes, lo que permite utilizar el mismo

vector para el estudio de genes en distintas especies.

Mediante la tecnologia VIGS se ha estudiado la funcién de numerosos genes,
principalmente relacionados con la respuesta de defensa a patdgenos, los
estreses abioticos o el crecimiento y desarrollo (Purkayastha y Dasgupta, 2009;
Becker y Lange, 2010; Senthil-Kumar y Mysore, 2011; Huang et al., 2012; Lange et
al., 2013). Sin embargo, esta tecnologia también presenta algunos inconvenientes.
Asi, en la mayoria de los casos no se puede inhibir por completo la expresién del

gen y la expresion residual puede ser suficiente para llevar a cabo su funcién.
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Ademas, la eficiencia del silenciamiento y el fenotipo pueden variar entre plantas
o réplicas de experimentos, por lo que es importante el uso de genes marcadores
de silenciamiento con un fenotipo visible. Algunos de los genes mds utilizados
como marcadores son la pds, el gen sulfur (su), que codifica una subunidad de la
guelatasa de magnesio necesaria para la produccidn de clorofila; o la chalcona
sintetasa (chs), que es una enzima de la ruta de biosintesis de pigmentos
flavonoides. Finalmente, el nivel de expresion de un gen y el tamafio del
fragmento introducido (generalmente 250-300 pb) son factores importantes en la
susceptibilidad de dicho gen al silenciamiento (Cutter et al., 2003; Bleys et al.,
2006).

1.5. Estudio de la funcion de genes virales mediante el desarrollo de
clones infecciosos

La obtencién de clones de cDNA del genoma completo de virus y la construccidn
de cDNAs hibridos con genes de distintos aislados ha permitido estudiar aspectos
relacionados con la replicaciéon viral y la expresién génica. Esta técnica ha
supuesto una herramienta muy util en la identificacidon de los determinantes de
patogenicidad de los virus.

La obtencién de un clon infeccioso a partir de un virus de RNA implica
necesariamente la sintesis previa del cDNA complementario al genoma completo
del virus y la clonacidn de éste en un vector para su mantenimiento y
amplificacidn en bacterias (Boyer y Haenni, 1994). Dependiendo de la estrategia a
seguir, el cDNA del virus se puede clonar bajo un promotor inducible, como la
RNA polimerasa DNA dependiente de un fago como T7 (Dunn y Studier, 1983)
para obtener transcritos infecciosos del RNA viral, o clonarse bajo el control de un
promotor constitutivo, como el promotor 35S de CaMV, para ensayar la
inoculacidn directa del cDNA viral en la planta.

En el primer caso, los transcritos de RNA se sintetizan in vitro a partir del clon de
cDNA vy éstos se inoculan en la planta hospedadora mediante diversas técnicas
como la inoculacién mecanica, lipofeccién, bombardeo de particulas de oro o de
tungsteno impregnadas con los transcritos, electroporacion, etc. De este modo,
los transcritos de RNA son introducidos en las células vegetales, donde pueden
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actuar como mRNAs. Sin embargo, existen numerosos factores que pueden
condicionar la infectividad de los transcritos de RNA (Sarnow, 1989; Hayes y Buck,
1990).

Por el contrario, las construcciones virales bajo el control del promotor 35S se
transcriben en el nudcleo de la célula mediante la accién de la RNA polimerasa Il
celular y los transcritos son transportados al citoplasma donde se traduciran e
induciran la replicacion del genoma del virus mediante la replicasa viral. La técnica
mas utilizada para llevar a cabo esta estrategia consiste en la clonacion del cDNA
en un vector binario capaz de replicarse en A. tumefaciens y la utilizacién de los
cultivos bacterianos portadores de dicho vector para infiltrar hojas de plantas. De
este modo, y aprovechando la maquinaria de A. tumefaciens, el vector viral sera
translocado al nucleo de la célula huésped, donde dara comienzo su transcripcién.
La menor degradacion del RNA, la mayor estabilidad de los clones virales con el
paso del tiempo y la mejor infectividad de los mismos, hacen aconsejable esta
metodologia para estudios de la funcion génica y la patogenicidad viral en plantas

2. El cultivo de los citricos

Los citricos cultivados incluyen especies e hibridos de los géneros Citrus, Poncirus
y Fortunella, incluidos en la familia Rutaceae, Subfamilia Aurantiolioideae. El
cultivo de estas especies, originarias del sureste asiatico, probablemente se inicid
en China, desde donde se disemind a otras regiones del mundo, inicialmente
mediante el movimiento de semillas y posteriormente como plantas completas o
material propagativo, lo que a su vez facilitd la propagacién de patdgenos de unas
regiones a otras. Actualmente, el cultivo de los citricos se extiende por la mayor
parte de las regiones tropicales y subtropicales. En Espafia, se cultivan
principalmente en las zonas costeras del este y del sur peninsular. Las especies
cultivadas se pueden englobar en 4 grupos: i) las naranjas dulces (Citrus sinensis
(L.) Osb) y amargas (C. aurantium L.), ii) las mandarinas, principalmente satsumas
(C. unshiu (Mak.) Marc) y clementinas (C. clementina Hort. Ex Tan.), iii) los limones
(C. limon (L.) Burm. f.) y limas (C. aurantifolia (Christm.) Swing.) y iiii) las zamboas
(C. grandis (L.) Osb.) y pomelos (C. paradisi Macf.).

El informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
Alimentacidn (FAO) de 2015 indica que la produccion mundial de citricos asciende
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a mas de 121 millones de toneladas anuales, siendo el mayor cultivo frutal. Del
total de toneladas mundiales, aproximadamente, 6,5 millones son producidas en
Espafia, lo que la sitda en la quinta posicién entre los paises productores, por
detrds de China (30 mill.), Brasil (19 mill.), EEUU (9 mill.) y México (8 mill.) y la
primera en exportacién de fruta fresca, con mas de 3 millones de toneladas
anuales. Espafia destina unas 300.000 hectdreas a este cultivo y la produccién mas
importante es la de naranjas, que representa un 52%, seguida por las mandarinas
con un 31% y los limones con 16%, sin embargo, la produccién de pomelos (aprox.
1%), zamboas y limas (0.4 %) es irrelevante (Figura 4).

El cultivo de los citricos se realiza mediante injerto de yemas de una variedad,
seleccionada por sus caracteristicas organolépticas, sobre un patrén cultivado a
partir de semilla. Los patrones suelen ser poliembridnicos y al sembrar las semillas
generalmente germina uno de los embriones nucelares (genéticamente idénticos
a la planta madre) en vez del embridn zigético, lo que genera la homogeneidad
genética de los patrones en una misma plantacion.

% Produccion

0,92 0,46

B Naranja

B Mandarina
u Limén

B Pomelo

H Otros

Figura 4: Representacion del porcentaje de produccion de los distintos tipos de citricos
en Espafia en el afio 2015. Datos del informe anual de FAO (2015).
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La propagacion vegetativa de la variedad de interés garantiza la homogeneidad
genética de las copas. Este método permite escoger el patrén mds adecuado para
las condiciones locales de cultivo, asi como la variedad de mayor interés, pero
presenta dos graves inconvenientes: i) la disminucion de la diversidad genética
hace que el cultivo sea mas vulnerable al ataque de patdgenos vy ii) el proceso de
multiplicacién vegetativo tiende a acumular y perpetuar los patdgenos
transmisibles por injerto que en algin momento hayan infectado la variedad. Este
fendmeno causd, durante décadas, el deterioro sanitario de las variedades mas
utilizadas. Con el fin de revertir esta tendencia y mejorar la calidad y
productividad de las plantaciones fue necesario la implantacién de sistemas de
cuarentena, saneamiento y certificacién de plantas (Navarro, 1993).

Durante un siglo el patrén predominante en la citricultura espafnola fue el naranjo
amargo (NA), que presenta excelentes cualidades agrondmicas como resistencia a
la asfixia radical, salinidad, clorosis férrica o sequia, induccidn de una buena
produccién y calidad del fruto, resistencia a los patédgenos Phytophthora spp,
Armillaria mellea y tolerancia a diversas enfermedades transmisibles por injerto
como exocortis, psoriasis o caquexia. La aparicion y dispersion del virus de la
tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV) dio lugar a importantes epidemias
gue destruyeron masivamente estas plantaciones y obligé a reconvertir la
citricultura con el uso de patrones tolerantes o resistentes a CTV como el citrange
carrizo. Sin embargo, éste presenta problemas de tolerancia a la salinidad y al
terreno calizo, que no muestra el NA y su utilizacién masiva como patréon supone
un nuevo riesgo para la citricultura actual por la posible aparicién de patégenos
gue pudieran afectarle.

3. La tristeza de los citricos

La tristeza es la enfermedad viral mas grave de este cultivo. Se estima que, tan
s6lo en Espafia, mas de 50 millones de arboles de naranjo dulce (ND), mandarino
(C. reticulata Blanco) y pomelo injertados sobre NA han muerto como
consecuencia de esta dolencia. A nivel mundial, los dafios ascienden a mas de 100
millones de darboles muertos. El agente causal de esta enfermedad, CTV, un
miembro del género Closterovius (Fawcett y Wallace, 1946; Kitajima et al., 1963;
Bar-Joseph et al, 1970, 1972; Flores et al, 1975, Garnsey et al., 1977)
probablemente procede, al igual que los citricos, de paises asiaticos en los que
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estaria bien adaptado a las variedades locales. Con el intenso movimiento de
yemas y material vegetativo que tuvo lugar a partir de la segunda mitad del s. XIX,
CTV debid dispersarse a nuevas regiones, variedades y combinaciones variedad-
patrén, vectores y condiciones climaticas, que probablemente favorecieron su
evolucidn y la aparicién de nuevas cepas del virus.

3.1. Gama de huéspedes y sintomas

CTV puede infectar la mayoria de especies y variedades del género Citrus y
algunas especies de los géneros Fortunella, Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Atalantia,
Citropsis, Clausena, Eremocitrus, Hesperthusa, Merrillia, Microcitrus, Pamburus,
Pleiospermium y Swinglea (Bar-Joseph y Lee, 1989a; Bar-Joseph et al., 1989b;
Moreno et al., 2008). CTV no se acumula en P. trifoliata (L.) Raf. o sus hibridos con
ND o pomelo (Garnsey et al., 1987), aunque si se ha observado una replicacién
normal en protoplastos de P. trifoliata (Albiach-Marti et al., 2004). Se ha descrito
la transmisiéon experimental de viriones de CTV a algunas especies del género
Passiflora (Mller et al 1974; Yoshida et al., 1996; Cambra y Moreno, 2000) y a
Nicotiana benthamiana (Navas-Castillo et al., 1997; Satyanarayana et al., 2003;
Gowda et al., 2005; Ambrds et al., 2008; 2011; 2013). La intensidad y tipo de
sintomas inducidos por CTV en campo depende de las variedades infectadas, del
patrén sobre el cual estan injertadas, del aislado de CTV y de las condiciones
ambientales (Grant y Costa, 1951; Aubert y Bové, 1984; Roistacher y Moreno,
1991; Ballester-Olmos et al., 1993). Aunque algunos aislados de CTV son
asintomaticos, la mayoria producen uno o mas de los siguientes sintomas: i)
Decaimiento de plantas injertadas sobre NA, un sindrome conocido como
“tristeza”, ii) enanismo, acanaladuras en la madera y fruta pequefia en algunas
variedades (stem pitting, SP) y iii) enanismo y amarilleo de plantas de semilla de
limonero, pomelo o NA, un sindrome conocido como seedling yellows (SY) (Fraser,
1952).

El sindrome de decaimiento de las plantas injertadas sobre NA ha sido el causante
de la muerte masiva de arboles en numerosas regiones citricolas e inspird el
nombre de la enfermedad “tristeza” y el del propio virus. El decaimiento es
consecuencia de la muerte del floema del NA por debajo de la linea de injerto
(Schneider, 1959), lo que conlleva la desnutricion y muerte de las raicillas que da
lugar al amarillamiento y progresiva defoliacién de la copa (Figura 5A) (McClean,
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1974; Moreno et al., 1983, 2008). No obstante, en ocasiones, este proceso puede
ocurrir en unas pocas semanas y se conoce como colapso o “quick decline” (Ben-
Ze'ev et al., 1989). Normalmente, los darboles afectados muestran pequefias
proyecciones en la cara cambial de la madera, por debajo de la linea de injerto,
gue se corresponden con pequeiios orificios en la corteza (Figura 5B), un sintoma
frecuentemente utilizado para el diagnéstico de CTV en campo (Moreno et al.,
1983, 2008). La mayoria de especies citricas injertadas sobre NA son sensibles al
decaimiento por CTV, entre estas especies se incluyen ND, mandarinos y pomelos.
Sin embargo, se han descrito aislados que causan infecciones asintomaticas en
estas combinaciones (Bové et al., 1988; Albertini et al., 1988; Moreno et al., 1991;
Borbdn et al.,, 1995; Albiach-Marti, et al., 2000b). Asi mismo, los limoneros
injertados sobre NA no decaen.

El sindrome de SP lo producen algunos aislados de CTV en distintas especies y
variedades de citricos injertadas sobre cualquier patrén. Este sintoma se
caracteriza por la aparicidon de acanaladuras o picado en la madera, a veces con
deformacién de las ramas y el tronco, enanismo, clorosis nervial en hojas jovenes
y acorchamiento de las nerviaciones en hojas adultas (Figura 5C y 5D) (Grant,
1959; McClean, 1974). Ademas, conlleva la disminucién del tamafio y calidad del
fruto (Figura 5E) (Miller y Costa, 1968; Sasaki, 1981; Da Graca et al., 1984).
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Figura 5: Sintomatologia de CTV. A) Colapso de una planta de ND propagada sobre NA. B)

Proyecciones en la cara cambial de la madera y orificios en la corteza por debajo de la
linea de injerto. C) Acanaladuras en la madera. D) Clorosis nervial y acorchamiento de las
nerviaciones de hojas de C. macrophylla y LM, respectivamente. E) Produccion de frutos
de pomelo de menor tamafo en comparaciéon con un fruto de planta no infectada
(izquierda), (modificado de Ruiz-Ruiz, 2007).

Finalmente, el sindrome de SY, no suele aparecer en campo y es producido por
algunos aislados en NA, pomelo o limonero de semilla. Consiste en una clorosis
generalizada de las nuevas brotaciones con reduccién o incluso detencion del
crecimiento (Figura 6). Este sintoma, es utilizado en invernadero para caracterizar
aislados de CTV (Fraser, 1952; Wallace, 1978).
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Algunas especies como la lima Mejicana (LM), el cidro Etrog (C. medica L.) o C.
macrophylla Wester son muy sensibles al virus y muestran los sintomas
caracteristicos con casi todos los aislados del virus (Grant, 1959; McClean, 1974).
Por ello, estas especies han sido utilizadas como plantas indicadoras para el
diagnéstico de tristeza. Por el contrario, otras especies, como los mandarinos, son
muy tolerantes; mientras que, los pomelos, ND y kumquats (Fortunella spp.) entre
otras, presentan una tolerancia intermedia, lo que conlleva la aparicién de
sintomas sélo con algunos aislados de CTV (Bitters, 1972).

Figura 6: Sindrome de seedling yellows (SY). Amarillamiento y enanismo de las nuevas

brotaciones post-inoculacién en plantas de NA (A) o pomelo (B) de semilla.

3.2. Transmision de CTV

La diseminacion de CTV a nuevas dreas geograficas se produce como
consecuencia de la propagaciéon de yemas infectadas, mientras que la dispersion
local estd asociada a la transmisién del virus por pulgones. Esta transmision (de
modo semi-persistente) varia en eficiencia dependiendo de Ila especie
transmisora, de los aislados de CTV, de las especies donante y receptora y de las
condiciones ambientales (Bar-Joseph y Loebenstein, 1973; Yokomi y Garnsey,

38



Introduccion general

1987). El vector mas eficiente en la transmisidn de CTV es Toxoptera citricida
(Yokomi, et al., 1994; Costa et al., 1968; McClean, 1975; Lastra et al., 1991; Grisoni
y Riviéri, 1993), un vector tradicionalmente distribuido en Asia, América del Sury
Central, islas del Caribe, Florida (EEUU), Africa Central y Africa del Sur. Hace unos
10 afios se detectd en el Norte de Espafia y Portugal (Ilharco et al., 2005), lo que
supone una amenaza para la citricultura de la cuenca mediterranea, donde el
patréon NA sigue siendo predominante en muchas regiones y la incidencia de CTV
sigue siendo comparativamente baja. El segundo vector mas eficiente de CTV es
Aphis gossyppii (Norman et al., 1968; Bar-Joseph y Loebenstein, 1973; Roistacher
et al., 1988), que es el vector mas importante en América del Norte y la cuenca
del Mediterrdneo. Otras especies de pulgones como A. spiraecola y T. aurantii son
menos eficientes (Hermoso de Mendoza et al., 1984; Yokomi y Garnsey, 1987), sin
embargo, en algunas regiones sus poblaciones son mas abundantes, por lo que
realmente tienen un papel en la dispersion de CTV (Hermoso de Mendoza et al.,
1984).

3.3. Diagnéstico

La observacion directa de sintomas en campo es un procedimiento poco fiable
para diagnosticar la presencia de CTV. La observacién de proyecciones en la
madera y orificios en la cara cambial de la corteza del NA por debajo de la zona de
injerto es el método mas utilizado en campo. Sin embargo, este sintoma no es
totalmente especifico de CTV puesto que no se observa en las infecciones
recientes, ni sirve para diagnosticar la infeccidn en plantas propagadas sobre
patrones tolerantes al decaimiento, por lo que es necesario utilizar ensayos
adicionales para confirmar la presencia del virus.

Tradicionalmente, el método mds empleado es el ensayo de infectividad en
invernadero inoculando por injerto plantas indicadoras de semilla sensibles a CTV
(LM o C. macrophylla) (Roistacher, 1991; Garnsey et al., 1995) y observando al
cabo de varios meses la aparicion de los sintomas caracteristicos (clorosis nervial y
SP). Aunque el método es especifico y sensible para el diagndstico de CTV, es un
procedimiento muy lento y costoso y no permite analisis masivos de muestras, lo
gue limita su uso en estudios epidemiolégicos.
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Tras la purificacién de CTV y produccién de anticuerpos contra la proteina de la
capsida del virus, el método mds utilizado pasé a ser la deteccidn seroldgica
basada en enzimo-inmunoensayos con anticuerpos mono o policlonales (Enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA) realizados en microplacas (Gonsalves et al.,
1978; Bar-Joseph et al., 1979; Nikolaeva et al., 1998; Permar et al., 1990; Vela et
al., 1986) o utilizando improntas de brotes o peciolos de hojas sobre una
membrana de nitrocelulosa para inmovilizar el antigeno (ELISA-immunoprinting,
inmunoimpresion-ELISA o IP-ELISA) (Garnsey et al., 1993). IP-ELISA permite
realizar las improntas directamente en campo, lo que evita la preparaciéon de
extractos vegetales, es mds rapido y barato que el ensayo convencional en
microplaca y tiene una sensibilidad mayor. Las membranas pueden ser
almacenadas durante largos periodos y transportadas facilmente para su
procesamiento, lo que hace esta técnica muy adecuada para el andlisis masivo de
muestras.

Finalmente, tras obtener la secuencia nucleotidica completa del gRNA de varios
aislados de CTV, se desarrollaron multiples métodos basados en la deteccion
especifica del RNA viral como la hibridacion molecular con sondas de ¢cDNA o
cRNA (Rosner y Bar-Joseph, 1984; Narvaez et al., 2000; Barbarossa y Savino,
2006), o mediante retro-transcripcién y amplificacion (RT-PCR) de secuencias
virales (Nolasco et al., 1993; Olmos et al., 1999). Ademas, se han desarrollado
métodos con una elevada sensibilidad para detectar CTV en pulgones como
immuno-capture (IC) RT-PCR, en la que la reaccién de amplificacion se realiza en
unos tubos donde los viriones han sido capturados previamente por anticuerpos
especificos, o nested-PCR que incorpora una segunda ronda de amplificacién con
cebadores internos (Cambra et al., 2002). En los ultimos afios, se han desarrollado
protocolos de RT-PCR cuantitativa a tiempo real para la deteccidn y cuantificacion
del virus en tejidos infectados (Ruiz-Ruiz et al., 2007; Bertolini et al., 2008;
Saponari et al., 2008) o de variantes de secuencia presentes en aislados con
diferente virulencia (Ruiz-Ruiz et al., 2009).

La comparaciéon de los sintomas inducidos en diferentes plantas indicadoras
(Ballester-Olmos et al., 1993; Garnsey et al., 1991) es todavia el Unico método
fiable para la caracterizacidon patogénica de aislados de CTV; sin embargo, tras la
secuenciacién de multiples aislados de CTV se han desarrollado algunos
procedimientos para identificar grupos especificos de aislados e intentar
asociarlos con caracteristicas patogénicas mediante el uso de marcadores
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moleculares (Permar et al., 1990; Gillings et al., 1993; Rosner y Bar-Joseph, 1984;
Albiach-Marti et al., 2000b; Narvaez et al., 2000; Roy et al., 2003; Hilf et al., 1999;
Ayllén et al., 2001; Ruiz-Ruiz et al., 2006; Sambade et al., 2003; Ayllén et al.,
1999b; d'Urso et al., 2000, 2003; Rubio et al., 1996; Sambade et al., 2002; Harper,
2013).

3.4. Control de la enfermedad

Existen distintas medidas para el control de la dispersién de CTV que varian segun
la incidencia, los aislados del virus y las variedades de citricos predominantes en
cada regidén (Garnsey et al., 1998).

Las medidas preventivas para evitar la introduccién del patdégeno o su dispersiéon
incluyen el control sanitario del material vegetal propagativo mediante programas
de saneamiento, cuarentena y certificacién, la erradicacion de plantas infectadas
o el control de vectores. En paises donde CTV todavia no se ha establecido, los
programas de cuarentena y certificacion del material propagativo importado,
complementado con un programa de saneamiento de las variedades locales, son
de vital importancia (Navarro et al., 2002). En paises donde el virus esta
restringido a algunas zonas citricolas con baja incidencia y el patrén predominante
es el NA, se puede establecer un programa de erradicacion de arboles infectados
que retrase el avance o elimine la enfermedad. Estos programas se han
implantado en zonas de California (Dodds y Lee, 1991), Israel (Bar-Joseph et al,
1974) y Chipre (Kyriakou et al., 1996). Cuando la erradicacidn ya no es posible, la
Unica forma de evitar el decaimiento es la sustitucién del NA por patrones
tolerantes al decaimiento. Esta solucion es efectiva en regiones donde
predominan aislados de CTV poco agresivos, sin embargo, si predominan aislados
virulentos que causan SP en variedades de ND o pomelo la utilizacién de patrones
tolerantes es insuficiente y se hace preciso un programa de proteccién cruzada
para evitar el debilitamiento de los arboles, la baja produccién y la fruta de
pequefio tamafio (Roistacher et al., 1988; Koizumi et al., 1991; Broadbent et al.,
1991). Este consiste en la pre-inoculacién de las plantas con aislados de CTV
avirulentos que dificulten la infeccién y acumulacién de los aislados virulentos
(Costa y Miiller, 1980; Miller y Costa, 1987). No obstante, su aplicaciéon en campo
conlleva algunos riesgos, como la capacidad de evolucion del aislado protector a
formas agresivas (Fulton, 1986), por lo que Unicamente se debe aplicar en
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regiones donde la enfermedad de la tristeza es endémica y presenta aislados muy
agresivos. Es el caso de Brasil, donde se han aplicado dichos programas de
proteccion cruzada para proteger al ND Pera (Costa y Miiller, 1980) o en Sudafrica
para proteger al pomelo Marsh (Van Vuuren et al., 1993). Sin embargo, en otros
paises, estos programas han fracasado o la proteccién proporcionada sélo ha sido
temporal (Thornton y Stubbs, 1976; Wallace y Drake, 1976; Bar-Joseph, 1978;
Powell et al., 1992; Folimonova et al., 2010).

Una forma eficaz de proteccidn de las plantas frente a las infecciones virales es la
utilizacion de genes de resistencia. En algunas especies citricas se han identificado
genes de resistencia frente a CTV (Mestre et al., 19973, b y c; Fang y Roose, 1999;
Yang et al, 2001, 2003; Rai, 2006), pero su incorporacién en variedades
comerciales mediante cruzamientos convencionales no ha sido posible debido a i)
la compleja biologia reproductiva de los citricos, ii) su elevada heterozigosis, iii) los
largos periodos juveniles de las plantas de semilla y iv) el gran tamafio que
alcanzan las plantas en estado adulto, que limita el nUmero de hibridos a ensayar.
Una alternativa interesante seria la obtencién de plantas transgénicas con
resistencia mediada por genes de CTV (Pefia et al., 1995a, b; Pefia y Séguin, 2001).
En los ensayos efectuados hasta el momento, las Unicas plantas transgénicas con
resistencia total a CTV se obtuvieron utilizando como transgén una construccion
con complementariedad interna (tipo intron-hairpin) con secuencias no
traducibles de los tres genes supresores del silenciamiento (Soler et al., 2012). No
obstante, la implantaciéon de esta medida actualmente se ve dificultada por el
rechazo generalizado e institucional de la utilizacidn en campo de organismos
transgénicos.

3.5. El virus de la tristeza de los citricos: viriones y organizacion del RNA
gendmico

CTV es un miembro del género Closterovirus, familia Closteroviridae (Bar-Joseph
et al., 1979; Bar-Joseph y Lee, 1989a; Martelli et al., 2000). Los miembros de esta
familia presentan viriones de morfologia filamentosa (10-12 x 800-2000 nm) vy
flexuosa (Figura 7) y poseen genomas formados por 1-3 moléculas de RNA de
cadena sencilla y polaridad positiva (Agranovsky, 1996; Bar-Joseph et al., 1979;
Karasev, 2000; Dolja et al., 2006), encapsidadas por dos proteinas diferentes: la
CP, que recubre la mayor parte del genoma, y la CPm, que cubre Unicamente una
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region reducida del extremo 5 terminal (BoyKo et al, 1992; Agranovsky, 1996;
Febres et al., 1996; Satyanarayana et al., 2004).

Figura 7: Micrografia electrénica de viriones de CTV purificados a partir de plantas de LM
infectadas. La fotografia corresponde a una tincién negativa con acetato de uranilo al 1%y
visualizada a 80 kV, realizada por la Dra. Silvia Ambrds.

El genoma de CTV estd organizado en 12 pautas de lectura abierta (open reading
frames, ORFs) que potencialmente codifican 17 proteinas y 2 regiones no
codificantes (untranslated terminal regions, UTR) de 107 nt en el extremo 5’
terminal y de 273 en el 3" terminal (Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995;
Dawson et al., 2015). La mitad 5’ terminal del genoma codifica el mdédulo de
replicacion, formado por las ORFs 1a y 1b. La primera, codifica para una
poliproteina de 349 KDa que incluye dos dominios proteasa (PRO) con similitud a
las proteasas tipo papaina (L-Pro) que podrian haberse generado por una
duplicacién en tandem y cuya funcidn consistiria en la protedlisis de la
poliproteina de este mddulo de replicacién; un dominio helicasa (HEL) y otro
metiltransferasa (MET). La segunda, la ORF 1b, codifica una proteina de 57 KDa
con los dominios tipicos de las RNA polimerasa dependientes de RNA (RdRp)
(Karasev et al., 1995). En cambio, la mitad 3" presenta i) un mdédulo de cinco genes
(p6, p65, p61, P27 y p25) caracteristicos de los closterovirus, que codifican
proteinas implicadas en el ensamblaje y movimiento célula a célula de los
viriones; ii) el gen p20, homdlogo al gen p21 de BYV; vy iii) cuatro genes que
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codifican las proteinas p33, p18, p13 y p23, que representan proteinas Unicas de
CTV sin homologia con otros closterovirus (Dolja et al., 2006) (Figura 8).

La regidon 5" UTR podria participar en la unién a los ribosomas del huésped para
facilitar la traduccion de la ORF 1 y obtener la replicasa viral necesaria para
amplificar el gRNA y transcribir las ORF 2 a 11. Ademas, esta region no codificante
estd relacionada con la union de p27 (CPm) a dicho extremo 5° (Satyanarayana et
al., 2004). Por el contrario, la regién 3° UTR podria estar implicada en el
reconocimiento de la RNA polimerasa, como ocurre en otros virus de plantas
(Gallie y Kobayashi, 1994).

Modulo de ensamblaje y
movimiento célula a célula

Médulo de replicacion de los viriones
l ] r 1
ORF 1a 1b 23 4 5 6 7 8910M
PRO PRO p33  HSP70h CPm p18 p20
[
| | ver HEL
L 3'
UTR UTR
— - Ju—
RdRp pé p61 CP p13| p23

L 1]

Supresores del
silenciamiento

Figura 8: Representacion grafica de la organizacion gendmica de CTV. Las cajas
representan las 12 (1a, 1b, 2-11) ORFs y los dominios homdlogos a la proteasa tipo
papaina (PRO), metiltransferasa (MET) y helicasa (HEL). Las regiones 5" y 3" no traducibles
estan indicadas como UTR. RdRp: RNA polimerasa dependiente de RNA. Hsp70: proteina
de choque térmico. CPm: proteina de cdpsida minoritaria (p27). CP: proteina de capsida
(p25). Se indican los mdédulos de replicacion, ensamblaje y movimiento célula a célula de
los viriones, asi como los tres supresores del silenciamiento descritos para CTV (Tomado
de Dawson et al., 2015).

Estudios realizados con el aislado T36 de Florida (GenBank AY170468), revelaron
gue la proteina p27 recubre los 627 nt del extremo 5°, mientras que, la proteina
p25 recubre el resto del genoma (18.669 nt) y que las proteinas p65 (Hsp70) y p61
intervienen en este ensamblaje especifico, pues en ausencia de éstas, p27 es
capaz de cubrir una proporcién mayor del genoma, incluso el gRNA completo
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(Satyanarayana et al., 2004). La proteina p20 presenta una elevada afinidad
consigo misma y se acumula formando cuerpos de inclusién amorfos en las células
infectadas (Gowda et al., 2000). La proteina p6, homoéloga a la de BYV, actiia como
proteina de movimiento viral (Peremyslov et al., 2004). La proteina p23, una
proteina especifica de unidon a RNA (Lépez et al., 2000), es la responsable del
control de la acumulacién asimétrica de los RNAs de ambas polaridades durante la
replicacion y transcripcion del gRNA (Satyanarayana et al, 2002). Ademas,
constituye un determinante de patogenicidad de CTV, ya que plantas transgénicas
de LM que expresaban el gen p23 del aislado T36 de CTV mostraron sintomas
foliares similares a los observados en plantas no-transgénicas infectadas por CTV,
mientras que plantas transgénicas con una versién truncada de p23 mostraron un
fenotipo normal (Ghorbel et al., 2001; Fagoaga et al., 2005). La expresion de p23
bajo el control de un promotor especifico del floema en plantas de LM provocé la
aparicion de sintomas idénticos a los de CTV, SP y clorosis nervial, sin las
aberraciones observadas en la expresion constitutiva de dicho gen. La
acumulacién especifica en el floema de una versidn truncada de p23, mostrd que
los primeros 157 nt eran suficientes para inducir esta sintomatologia, probando
gue la region N-terminal de p23 es la responsable de la induccion de los sintomas
de SP, clorosis nervial y posiblemente acorchamiento nervial en LM (Soler et al,,
2015).

Las proteinas p33, p18 y p13 estan implicadas en la invasion sistémica de diversos
huéspedes y en la induccién de SP. Diversos mutantes del aislado T36 con los
genes p33, p18 o pl13 delecionados en distintas combinaciones, no sélo se
replicaron y ensamblaron en algunas especies citricas (Satyanarayana et al.,1999;
2000; Tatineni et al., 2008) sino que en ocasiones presentaron sintomas de SP
mas acusados que el clon de CTV no modificado (Tatineni et al., 2012). El gen p33
es necesario para que tenga lugar la infeccidn sistémica de T36-CTV en NA vy
limonero, mientras que la presencia de los genes p33 o p18 es suficiente para la
infeccidn sistémica del pomelo y la presencia de p33 o p13 para la infeccidn
sistémica del calamondin (C. mitis Blanco). Esto sugiere que la adquisicién de
diversos genes no conservados (p33, p18 y p13) aumentd la capacidad de CTV
para interactuar con multiples huéspedes, extendiendo asi su gama de
hospedadores a lo largo de la evoluciéon (Tatineni et al., 2011). Por otro lado, la
expresion heteréloga de p33 en plantas de N. benthamiana mostré su
acumulacién en vesiculas citoplasmdticas asociadas a los plasmodesmos y la
formacidon de tubulos protuberantes a través de los canales plamodésmicos.
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Ademas, su co-localizacidn con la proteina de movimiento p6, sugiere que p33
presenta caracteristicas tipicas de una proteina de movimiento viral (Bak y
Folimonova, 2015; Khang et al., 2015).

3.6. Expresion del genoma viral

La expresidn del genoma de CTV incluye tres estrategias ampliamente descritas en
otros virus de RNA de polaridad positiva, necesarias para multiplicarse e invadir el
huésped: i) procesamiento proteolitico, ii) deriva ribosomal tipo +1 vy iii)
produccién de sgRNAs 3" co-terminales (Figura 9) (Hilf et al., 1995; Karasev et al.,
1995, 1997; Satyanarayana et al.,, 2002a, b; Gowda et al., 2001, 2003; Ayllén et
al., 2003, 2004). La replicacion del gRNA de CTV implica la sintesis de una cadena
de RNA complementaria de polaridad negativa que sirve como molde para
generar nuevas moléculas de RNA de polaridad positiva, que constituyen el
genoma del virus. Las ORFs 1a y 1b se traducen directamente a partir del gRNA
viral. Como se ha comentado, la primera codifica para una poliproteina de 349
kDa que se procesa proteoliticamente, mientras que la traduccion de la segunda
se da por un proceso de deriva ribosomal tipo +1 ocasional y codifica la RdRp de
57 KDa (Karasev et al., 1995).

Los 10 genes restantes, localizados en la mitad 3" del gRNA de CTV, se expresan
mediante la sintesis de sgRNAs 3" co-terminales. Estos actian como mRNA para la
traduccién del gen situado en la posicion 5" terminal (Hilf et al., 1995) (Figura 9).
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Figura 9: Representacion grafica del genoma de CTV y de las estrategias de expresion de
las distintas ORFs del extremo 5’y 3" (tomado de la Tesis doctoral de Susana Ruiz-Ruiz,
2009).

La produccion de sgRNAs permite al virus regular la expresidn de cada gen de
forma independiente al resto en cuanto a cantidad y tiempo (Navas-Castillo et al.,
1997). El primer sgRNA que se detecta tras un proceso de infeccidn corresponde a
la ORF 11 que codifica para la proteina p23, mientras que los mas abundantes
corresponden a las ORFs 7 y 10, que codifican para las proteinas p25 y p20,
respectivamente (Navas-Castillo et al., 1997; Albiach-Marti et al., 2004).

A lo largo del gRNA existen una serie de secuencias reguladoras, denominadas
elementos controladores (controller elements, CE) (Figura 10), que se localizan en
la posicion 5° respecto al inicio de transcripcién de cada sgRNA (Karasev et al.,
1995; Gowda et al., 2001; Ayllon et al., 2003).

El nombre de elementos controladores, hace referencia a la controversia sobre si
se trata de secuencias promotoras en la cadena negativa del gRNA, a las que se
unen la polimerasa y a partir de las cuales se da la sintesis de la cadena positiva, o
por el contrario, se trata de secuencias terminadoras donde finalizan las copias de
la cadena negativa, copias que posteriormente serviran de molde para la sintesis
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de la cadena de polaridad positiva (Gowda et al., 2001, 2003a; Ayllén et al., 2004).
Cada CE induce la formacion de 3 sgRNAs diferentes: i) un RNA de cadena sencilla
y polaridad positiva utilizado como mRNA para la expresion del gen adyacente a
dicho CE, ii) un RNA de polaridad negativa complementario al anterior pero cuya
acumulacién en la célula es mucho menor (Satyanarayana et al., 2002b) v iii) un
tercer RNA de cadena sencilla y polaridad positiva que se extiende desde el
extremo 5" del gRNA al extremo 5” del CE. Este ultimo RNA podria generarse como
consecuencia de una terminacidon prematura de la sintesis de nuevas copias de
gRNA en las proximidades de cada CE. Ademads, se han caracterizado dos CE
préximos al extremo 5 del genoma que generan dos RNAs 5° co-terminales de
cadena simple y polaridad positiva, denominados LMTs (Low molecular weight
tristeza). El tamafio del LMT1 oscila entre los 842 y 854 nt, mientras que el del
LMT2 oscila entre 744 y 746 nt (Che et al., 2001). LMT1 se produce durante la
replicacion (Gowda et al, 2003a), mientras que LMT2 estd asociado con el
proceso de ensamblaje del virién (Gowda et al., 2009).

Las células del huésped infectadas por CTV frecuentemente acumulan grandes
cantidades de RNAs defectivos (defective RNA, dRNA) de cadena tanto positiva
como negativa que contienen los extremos 5" y 3" del gRNA, pero carecen de una
porcién central variable. Los dRNA se generan por sucesos de recombinacion no
homologa mediante diversos mecanismos como la rotura, ligaciéon entre
diferentes cadenas, cambio de molde en la replicacién o por finalizacién del
molde original (Nagy y Simon, 1997). La gran mayoria de los dRNA de CTV
caracterizados hasta la fecha consisten en la fusién directa de fragmentos de
tamafios variable de los extremos 5" y 3" (Mawassi et al., 1995a, b; Yang et al,,
1997, 1999; Ayllén et al., 1999a). La mayoria de aislados de CTV presentan uno o
mas dRNAs con tamafios que varian entre 2 y 5 Kb (Dodds et al., 1987; Moreno et
al., 1990; Guerri et al., 1991; Mawassi et al., 1995a, b).

Los dRNA de pequeio tamano, carecen de capacidad auto-replicativa, pero
contienen las secuencias necesarias para ser correctamente transcritos por la
magquinaria del virus y pueden ser encapsidados (Mawassi et al., 1995). La
replicacion de estas moléculas de dRNAs puede interferir con la del gRNA y dar
lugar a una disminucion de la intensidad de los sintomas en plantas infectadas
(Hillman et al., 1987; Rochon, 1991; Burgyan et al., 1992; Scholthof et al., 1995), a
una intensificacion de los mismos (Li et al., 1989; Romero et al., 1993) o no verse
alterados (White et al., 1991; Graves y Roosinck, 1995). En el caso de CTV, la
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presencia de dRNAs provoca un efecto de interferencia y se ha sugerido que estos
podrian modular la expresion de los sintomas (Yang et al., 1999; Bar-Joseph y
Mawassi, 2013).
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Figura 10: Modelo de replicacién y formacion de los distintos tipos de moléculas de RNA
detectados en células infectadas. Las lineas negras indican las cadenas de polaridad
positiva y las rojas de polaridad negativa. Las posiciones relativas de los CE, que inducen la
formacién de los diferentes sgRNAs, se indica con esferas azules sobre el gRNA. A)
Expresion de las ORFs 2-11 mediante sgRNAs 3’co-terminales que actian como
mensajeros de la ORF presente en su extremo 5°. B) Modelo propuesto para la replicacion
de los sgRNAs por accién de los CE, las flechas granates o amarillas indican terminacién o
inicio de la transcripcidn en el CE, respectivamente (tomado de la Tesis doctoral de Susana
Ruiz-Ruiz, 2009).
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3.7. \Variabilidad genética

Actualmente se dispone de la secuencia gendmica completa de 92 aislados de
CTV, con origenes geograficos y caracteristicas patogénicas diferentes (Pappu et
al.,, 1994; Albiach-Marti et al., 2000b; Mawassi et al., 1996; Vives et al., 1999;
Ruiz-Ruiz et al., 2006; Yang et al., 1999; Harper et al., 2008; 2009; Harper, 2013).
La variabilidad genética estd distribuida a lo largo del genoma de CTV de manera
irregular. El extremo 3" UTR es la regién mas conservada, con una identidad
genética media del 95%; mientras que el extremo 5" UTR es la mas variable, con
valores de identidad incluso inferiores al 50% (Lopez et al., 1998). No obstante,
todas las secuencias 5° UTR se agrupan en tres clases (1, Il y lll), con una identidad
de secuencia intra-grupo en torno al 88% y con identidades inter-grupo del 55-
57% entre la clase | y Il, del 62-64% entre las clases Il y lll, y del 44-45% entre las
clases | y lll. Las secuencias 5" UTR mas frecuentes son las del tipo Ill. Los aislados
poco agresivos analizados sélo muestran secuencias de esta clase, mientras que
los mas virulentos contienen normalmente secuencias de las clases |, Il o incluso
ambas (Lépez et al., 1998, Ayllén et al., 2001).

Sélo en el aislado virulento espafiol T318A se detectd una secuencia Unica de la
clase Il (Ruiz-Ruiz et al., 2006). Asi mismo, se ha observado una distribucion
desigual en la variacion genética entre regiones codificantes e incluso dentro de
un mismo gen que posiblemente reflejen diferentes presiones de seleccién a lo
largo del genoma (Rubio et al., 2001; Martin et al., 2009).

La comparacién de secuencias entre aislados con caracteristicas patogénicas y
origenes geograficos diferentes revelaron: i) un elevado grado de conservacion
entre genomas de CTV separados en tiempo y espacio (Vives et al., 1999; Albiach-
Marti et al., 2000b; Ruiz-Ruiz et al, 2006; Martin et al., 2009) y ii) que las
poblaciones virales de los aislados de CTV estan formadas en algunos casos por
una variante de secuencia mayoritaria y varias minoritarias, estrechamente
relacionadas entre si (Albiach-Marti et al, 2000b), mientras que en otros,
muestran una estructura compleja con variantes de secuencia altamente
divergentes (Vives et al., 1999; Ayllon et al., 2006; Martin et al., 2009).

Varios factores influyen en la variabilidad y estructura genética de las poblaciones
de CTV en campo, entre ellas se encuentran la mutacién, la deriva genética, la
seleccion, los eventos de recombinacion entre variantes de secuencias
divergentes o el flujo génico como consecuencia de las repetidas inoculaciones en
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los arboles de campo y al movimiento de las yemas infectadas entre distintas
regiones geograficas. Los virus de RNA, como CTV, pueden evolucionar con
rapidez mediante procesos de mutacion debido a que las RdRp presentan una alta
tasa de error, al carecer de funcién correctora (Domingo y Holland, 1997). La
recombinacién homodloga y no-homdloga podria ser un proceso rapido de
evolucién de CTV, pues esta segunda, ha sido ampliamente documentada en la
generacion de dRNAs (Guerri et al., 1991; Mawassi et al., 1995a, b; Yang et al,,
1997: Ayllon et al., 1999a). Se han comprobado diferencias de secuencias
compatibles con la deriva genética, asociadas con la disminucion del tamafo
eficaz en las poblaciones virales, causado por los cuellos de botella que suponen la
transmisidn por pulgones o el cambio de huésped (Albiach-Marti et al., 2000b;
Ayllén et al, 2006; Sentandreu et al., 2006). Estos cambios, a veces van
acompafiados de diferentes comportamientos patogénicos (Hermoso de Mendoza
et al., 1988a; Albiach-Marti et al., 2000b; Brlansky et al., 2003).

En cuanto al flujo génico, las plantas de citricos permanecen largos periodos de
tiempo en campo, lo que facilita que el mismo darbol pueda sufrir repetidas
inoculaciones por pulgones portadores de variantes de CTV con secuencias
divergentes. Este hecho puede generar poblaciones virales complejas
aumentando la diversidad genética dentro de un mismo aislado (Kong et al., 2000;
Rubio et al., 2001; Ayllén et al., 2006). Por otro lado, el movimiento de yemas
infectadas con CTV, puede reducir la diversidad genética entre regiones
geograficas, puesto que tiende a crear una Unica poblacidn de CTV. Un ejemplo de
ello son las poblaciones de CTV de California y de Espafia que pueden ser
consideradas como una poblacién unica (Rubio et al., 2001).

3.8. Interaccion virus-planta

CTV es un virus floematico estricto cuya gama de huéspedes naturales esta
limitada al género citrus y especies relacionadas. La restriccion al floema implica
qgue el movimiento del virus ocurre principalmente por los vasos floematicos,
aunque también esta presente en las células acompafiantes o en el parénquima
del floema. En la especies mas susceptibles, como C. macrophyla o LM, se
observan agrupamientos de células infectadas, consecuencia de un movimiento
célula a célula, mientras que este fendmeno no ocurre en NA o pomelo, en los
gue el virus se observa en células aisladas (Folimonova et al., 2008).
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El movimiento y acumulacion de CTV dentro de un mismo huésped varia
dependiendo del aislado (Comellas, 2009), lo que podria ser debido a diferencias
en las proteinas supresoras del silenciamiento o en las proteinas p33, p18 y p13
gue son necesarias para la infeccidon de algunas especies huésped (Tatineni et al.,,
2008). La proteina p23, implicada en la expresion de los sintomas (Ghorbel et al.,
2001; Fagoaga et al., 2005; Albiach-Marti et al., 2010; Tatineni y Dawson, 2012),
parece tener un papel en el movimiento y tropismo de CTV, ya que su expresiéon
constitutiva en plantas transgénicas de ND y NA dio lugar a una mayor
acumulacién del virus en el caso del NA y al movimiento de éste a células del
mesofilo en ambas especies. Ademds, en las plantas transgénicas de NA se
observé el virus en grupos de células vecinas, lo que implica un movimiento célula
a célula que no se observa en NA no transgénico (Fagoaga et al, 2011). Sin
embargo, nuestro conocimiento de las interacciones CTV-huésped tanto para el
movimiento dentro de la planta como para la expresién de sintomas es aun muy
limitado.

3.8.1. Movimiento viral

El movimiento de los closterovirus en las plantas infectadas resulta algo mads
complejo que el de otros virus. Al menos en el miembro tipo del género, BYV, se
han descrito 5 proteinas distintas que podrian estar implicadas en el movimiento
célula a célula de sus viriones: CP, CPm, p6, HSP70h y p64 (Peremyslov et al.,
1999; Prokhnevsky et al., 2002). La proteina HSP70h presenta distintas funciones:
i) esta relacionada con el ensamblaje de los viriones (Satyanarayana et al., 2000),
ii) estd implicada en la unién a canales intercelulares (Alzahanova et al., 2000) y iii)
presenta unién a microtubulos (Karasev et al., 1992). En células infectadas se ha
determinado su localizacidon subcelular en los plasmodesmos (Medina et al.,
1999). De hecho, se ha propuesto un modelo para el ensamblaje y movimiento de
los viriones de closterovirus, donde HSP70h media la unién de la CPm al extremo
5’ terminal del RNA viral y gracias a la unién de la proteina HSP70h a los
plasmodesmos celulares, es translocado a células vecinas (Alzahanova et al.,
2001). Por otro lado, se ha descrito que la proteasa y la proteina p20 participan en
el movimiento a larga distancia (Prokhnevsky et al., 2002; Peng et al., 2003).

La identificacién de las proteinas de movimiento de CTV es alin menos precisa. No
obstante, diversas proteinas de CTV han sido relacionadas con el movimiento y la
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capacidad de cursar infeccidon sistémica. Asi, la expresidn transitoria de la proteina
p23 del aislado T36 de CTV fusionada al gen que codifica para la proteina verde
fluorescente (green fluorescent protein, gfp) en N. benthamiana, ha confirmado
su localizacién en los plasmodesmos celulares, lo que sugiere de nuevo que esta
proteina podria estar implicada en el proceso de movimiento célula a célula de los
viriones de CTV (Ruiz-Ruiz et al., 2013). La expresion heterdloga de p33 en N.
benthamiana reveld la formacidn de vesiculas agregadas localizadas en los
plasmodesmos celulares, lo que también sugiere su implicacidn en el movimiento
célula a célula durante el proceso de infeccidn (Tatineni et al., 2015).

Por otro lado, las proteinas p6 y p20, pero no p33, pl8 o pl3 de T36-CTV, son
necesarias para establecer una infeccidn sistémica en C. marcophylla. Sin
embargo, estas Ultimas si son necesarias para el movimiento del virus en NA y
pomelo y en otros huéspedes (Tatineni et al., 2008, 2011), lo que pone de
manifiesto el papel crucial de la interaccién especifica entre los aislados de CTV y
las distintas variedades de citricos en el proceso de infeccién sistémica.

3.8.2. Genes de resistencia (R) de la planta

Algunas especies del género Citrus, muestran resistencia a ciertos aislados de CTV
(Garnsey et al., 1987; Fang y Roose, 1999; Asins et al., 2004), pero este fendmeno
es mas comun en especies de otros géneros de la subfamilia Aurantioideae, entre
las que se encuentran algunas especies de Fortunella, Poncirus trifoliata, Severinia
buxifolia y Swinglea glutinosa (Garnsey et al., 1987; Yoshida, 1996; Mestre et al.,
1997a). Protoplastos de P. trifoliata replican y acumulan viriones de CTV a niveles
muy similares a los de huéspedes tolerantes como el ND, lo que sugiere que esta
resistencia esta asociada al movimiento del virus dentro de la planta y no a su
multiplicacién (Albiach-Marti et al., 2004). P. trifoliata es resistente a la mayoria
de aislados de CTV y esta resistencia, que se transfiere a algunos de sus hibridos
(citranges y citrumelos), esta asociada al gen dominante Ctv. Este gen se ha
localizado en una regién de 121 kb que incluye 9 genes mas (Yoshida, 1985;
Gmitter et al., 1996; Mestre et al., 1997 a, b; Fang et al., 1998; Deng et al., 2001;
Yang et al., 2003; Rai, 2006). El gen Ctv-m, también identificado en P. trifoliata, es
esencial para que esta especie limite la dispersién de CTV en las plantas
heterocigdticas para el gen Ctv, mientras que, en las homocigdticas no es
necesario (Mestre et al., 1997b).
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3.8.3. Supresores del silenciamiento génico

Se ha demostrado que las proteinas p20, p25 y p23 de CTV, actian como
supresores del silenciamiento en plantas de N. tabacum y N. bethamiana, en las
qgue p23 suprime el silenciamiento intracelular, p25 el intercelular y p20 actda a
ambos niveles (Lu et al., 2004). p23 comparte caracteristicas con HC-Pro, ya que
ambas actlan a nivel intracelular pero no intercelular y ninguna de las dos
produce la metilaciéon del DNA. La proteina p20 se asemeja a la proteina 2b de
CMV, pues actian a ambos niveles de silenciamiento, siendo mas potente el
silenciamiento intercelular. Los sgRNAs de las tres proteinas supresoras son los
mas abundantes en plantas infectadas con CTV (Hilf et al., 1995; Navas-Castillo et
al., 1997; Albiach-Marti et al., 2004).

La proteina p23 es el supresor de silenciamiento de CTV que mas se ha estudiado.
Al igual que otros supresores, p23 es una proteina multifuncional que ademas de
ser supresora del silenciamiento, interviene en la regulacidon de la acumulacion
diferencial de las hebras del gRNA de distinta polaridad (Satyanarayana et al,,
2002) e induce sintomas similares a los de CTV al ser expresada
constitutivamente, e idénticos cuando se expresa bajo el control de un promotor
de floema en plantas de LM (Ghorbel et al., 2001; Fagoaga et al., 2005; Soler et al
2015). Esto indica que p23 es el determinante de patogenicidad responsable de
los sintomas de clorosis nervial y SP en lima. Por otra parte, la sustitucion del gen
p23 mas la regién 3’ UTR en un clon infeccioso del aislado T36 de Florida (que
produce el sindrome de SY en NA y pomelo) por la regién homéloga del aislado
T30 (el cual no induce SY) dio lugar a un clon hibrido que no producia SY a pesar
de acumular viriones a niveles normales, lo que indica que el motivo de
patogenicidad de SY se localiza en la regién 3’ terminal (p23 + 3’UTR) (Albiach-
Marti et al., 2010). Ademas, como ya se ha indicado, la expresion ectdpica de p23
incrementa la acumulacion viral y favorece el movimiento en NA y permite a CTV
salir del floema en NA y ND. Estos efectos podrian ser debidos, en parte, a la
supresion del PTGS por parte de p23 o a su implicacion en el movimiento del virus
(Fagoaga et al., 2011).

Los 3 supresores de silenciamiento, p20, p23 y p25 se localizan preferentemente
en el nucleo celular. Sin embargo, se ha demostrado que p23 también se localiza
en los plasmodesmos (Ruiz-Ruiz et al., 2013), apoyando asi su posible funcion en
el movimiento de los viriones célula a célula. La localizacién de p25 difiere segun
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el aislado de CTV. Asi, la proteina de la cdpsida de los aislados T36 y T385 se
localiza en el nucleo celular mientras que la de T318A, un aislado muy virulento,
presenta una sefal de exportacion nuclear (nuclear exportation signal, NES), que
justifica su acumulacién preferente en el citoplasma celular. Esta sefal de
exportacion ha sido ampliamente estudiada por el Dr. Josep Navarro Lépez (2017,
datos no publicados) y corresponde a una region rica en leucinas, localizada en el
extremo N-terminal de la proteina. Finalmente, p20 forma agregados peri-
nucleares y nucleares, en los dos aislados estudiados (T36 y T318A) (Navarro-
Lépez, 2011 y 2017, datos no publicados). Estos agregados se han relacionado con
los cuerpos de inclusién observados en tejidos infectados por CTV (Gowda et al.,
2000).

3.9.Clones infecciosos de CTV

El estudio de la funcién de los distintos genes virales y su interaccion con los
factores del huésped requiere disponer de clones infecciosos de cDNA del genoma
viral para poder manipularlo convenientemente y observar los efectos de los
cambios introducidos sobre la replicacion e infeccion del virus. Estos clones se
requieren para disponer de poblaciones virales homogéneas de distintos aislados
viales y de este modo, poder estudiar las interacciones sinérgicas o antagdnicas
entre ellos cuando infectan una misma planta, entender la variabilidad de las
poblaciones virales en campo, el predominio de distintas variantes de secuencia
segln las variedades, las poblaciones de vectores o las condiciones ambientales
de las distintas zonas de cultivo.

No obstante, CTV es un virus que presenta una gran dificultad para desarrollar un
sistema genético basado en clones de cDNA infecciosos. El primer reto fue la
retro-transcripcion, replicacién y correcta expresién de todos los genes presentes
en las = 20kb de su gRNA. El segundo fue la seleccion de un huésped experimental
apropiado, ya que CTV no tiene huéspedes herbdceos conocidos y la gama de
huéspedes naturales se limita a plantas de Citrus y géneros afines, y dentro de
éstas, la infectividad se restringe a las células del floema.

Garnsey y colaboradores (1977) desarrollaron un método para inocular
mecanicamente plantas de citricos mediante incisiones en la corteza con una
cuchilla mojada en una preparacién purificada de viriones, si bien se requeria una
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alta concentracion de viriones intactos. La dificil obtencidn hasta el momento de
una elevada cantidad de viriones de CTV imposibilitd la inoculacién mecdnica de
plantas citricas mediante esta técnica. Por otro lado, se logré la inoculacion de
cDNAs virales bajo el control de un promotor adecuado por métodos biolisticos o
mediante agroinoculacion con algunos virus limitados al floema (Leiser et al.,
1992; Prufer et al., 1995). Sin embargo, no se ha conseguido infeccién mediante
inoculacidn biolistica de gRNA o cDNA de CTV y la agroinoculacién directa de
citricos con cDNA de longitud completa de CTV se vio muy dificultada por el gran
tamafio del gRNA vy la superficie cerosa de las hojas de plantas citricas.

Finalmente, Satyanarayana y colaboradores (1988; 1999; 2001) consiguieron
desarrollar un sistema genético para el aislado T36 de Florida. Este sistema
genético estaba basado en el uso de clones de cDNA bajo el control de un
promotor inducible, capaz de producir transcritos de RNA infecciosos en los
protoplastos de un huésped herbaceo experimental (N. benthamiana). Tras
sucesivos pases de los viriones a nuevos protoplastos, se alcanzaba una
concentracién de viriones suficiente para inocular mecdnicamente plantas de
citricos, en las que se reproducian los sintomas caracteristicos del aislado T36.
Este importante avance permitiéd producir clones infecciosos mutantes de CTV
para el estudio funcional de sus genes y la identificacion de algunos
determinantes de patogenicidad del virus.

Con el objetivo de desarrollar clones infecciosos de otros aislados de CTV, y como
control previo para ver si era posible construir un sistema genético similar al de
T36, se analizd la infectividad de viriones de 4 aislados diferentes de CTV en
células de N. benthamiana. Para ello, protoplastos de esta especie fueron
trasfectados con viriones purificados a partir de citricos, estos citricos estaban
infectados con los aislados T318A, T385, T305 y T36 (Ruiz-Ruiz, 2009; Ambrés et
al., 2013). Los cultivos de protoplastos se incubaron en oscuridad a 25 °C durante
5 dias. Se realizaron extracciones de RNAt a diferentes tiempos para analizar
mediante hibridacion tipo Northern-blot (Figura 11a y b). Los resultados
evidenciaron que los tres aislados agresivos inductores de sindromes como SP o
SY en diferentes huéspedes citricos (T318A, T305 y T36) se replicaban en
protoplastos de este huésped experimental.

Mientras que, el aislado asintomatico T385 resultd incapaz de replicarse en
protoplastos de N. benthamiana. Ademas, dichos analisis mostraron que el
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aislado T318A es detectable a partir del 3 dpi y alcanza los mismos niveles de
expresion que T36 a 5 dpi (Ruiz-Ruiz, 2009; Ambrds et al., 2013).

Sin embargo, el sistema genético basado en pases sucesivos de protoplastos
presentaba tremendas dificultades e incertidumbres. Los cultivos celulares se
infectaban con gran facilidad, se necesitaban sucesivos pases para tener una
elevada concentracion de viriones y luego poder inocular mecanicamente citricos
y los resultados no eran suficientemente reproducibles.

Figura 11la. Fotografia de protoplastos de N. benthamiana procedentes del mesdfilo.

(Representacion modificada de Ruiz-Ruiz, 2009).
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Figura 11b: Hibridacién molecular tipo Northern-blot de RNAt de protoplastos
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transfectados con viriones purificados de citricos infectados con viriones de los aislados
T318A, T385, T305 y T36 a diferentes dias post-inoculacion (dpi). La membrana se hibridd
con una sonda RNA-DIG de polaridad negativa del extremo 3" co-terminal de p20, p23,
p25 y del dRNA 1 de gran tamafio presente en T318A. (Representacién modificada de
Ruiz-Ruiz, 2009).

La construccion de un nuevo clon de cDNA viral de T36 de expresion in vivo
permitid la agroinfiltracidon directa de dicho clon en hojas de N. benthamiana
(Gowda et al., 2004). Su posterior modificacién y clonaje en un vector binario tipo
bacterial artificial cromosome (BAC), para disminuir la toxicidad del clon y
agroinoculacién en hojas de N. benthamiana, junto a la co-agroinfiltracién de
supresores del silenciamiento para facilitar la infeccion (Ambrés et al., 2011,
2013), permitidé conseguir acumulacion de viriones no sélo en las hojas
agroinfiltradas sino en toda la planta, produciendo en dicho huésped
experimental una infeccion sistémica (Figura 12).
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Figura 12: Invasion sistémica y distribucion del clon de cDNA del aislado T36 marcado con
GFP en plantas de N. benthamiana. Plantas visualizadas mediante ldmpara UV o
estereomicroscopio usando una fuente de luz de alta energia y un filtro de GFP. A) Misma
planta agroinfiltrada con T36 y visualizada a simple vista (izquierda) o bajo luz UV
(derecha). Se aprecia claramente la infeccion sistémica de CTV. B) Relacidn espacial entre
la clorosis nervial (izquierda) y la presencia del virus marcado con GFP (derecha). C)
Progresién de la infeccion a lo largo del tallo, peciolo y nerviaduras. D) Distribucion de CTV
en el floema de peciolo joven (1), brote (2), raiz (3) y nerviaduras de las hojas (4). E)
Distribucién no floemdtica en brotes (1 y 2) y raiz (3). F) Distribucidn en hojas donde se
observa la acumulacion de CTV en las nerviaduras y en el meséfilo (flechas). (Tomado de
Ambros et al., 2011).

Este nuevo procedimiento, permite que en 8-10 semanas la planta tenga
suficiente carga viral para poder realizar la extraccion de viriones con los que
inocular mecanicamente citricos (Figura 13), induciendo la sintomatologia tipica
del aislado T36 CTV.
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INFECTADA 4.

AGROINOCULACIGN EN HOJAS INFECCION SISTEMICA: ENANISMO, EPISTASIA, CLORIOSIS NERVIAL Y NECROSIS
DE N. benthamiana

C
EXTRACCION DE VIRIONES Y POSTERIOR REPRODUCCION DE LOS SINTOMAS
INOCULACION MECANICA EN CITRICOS DEL AISLADO ORIGINAL

Figura 13: Esquema grafico de la expresion in vivo de clones de cDNA de T36 de CTV
mediante agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana (A), la cual produce la infeccidén
sistémica de la planta y la aparicién de sintomas similares a los desarrollados en el
huésped original (B). Posterior purificacion de los viriones a partir de las plantas infectadas
sistémicamente (C) e inoculacién mecanica en citricos (D).

Por el contrario, los primeros ensayos para utilizar este sistema genético in vivo,
basado en la agroinfiltracién de clones infecciosos de cDNA del aislado virulento
espafiol T318A, no resultaron satisfactorios, a pesar de que este aislado es capaz
de replicarse en protoplastos de N. benthamiana (Ruiz-Ruiz, 2009; Ambrés et al.,
2013).
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Justificacion y objetivos

Citrus tristeza virus (CTV) perteneciente al género Closterovirus (Fawcett y
Wallace, 1946; Kitajima et al., 1963; Bar-joseph et al., 1970, 1972; Flores et al.,
1975; Garnsey et al., 1977) es el agente causal de la enfermedad de la tristeza de
los citricos, una de las enfermedades mas devastadoras de este cultivo. Su nicho
ecoldgico estd reducido Unicamente a especies de unos cuantos géneros de la
familia Rutaceae. Se estima que, tan sélo en Espafia, mds de 50 millones de
arboles de ND, mandarino y pomelo injertados sobre NA han muerto como
consecuencia de la enfermedad de la tristeza. A nivel mundial, los dafios
ascienden a mas de 100 millones de arboles. En la actualidad, CTV es
practicamente endémico en todas las regiones de Asia, Australia, Africa del Sur,
Sudamérica y los paises del Mediterraneo (Cambra y Moreno, 2000; Moreno,
2008). Aunque algunos de los aislados son esencialmente asintomaticos (Bové et
al., 1988; Moreno et al., 19933, b) la mayoria de ellos pueden causar uno o mas
de los sindromes de “tristeza”, SY o SP. El sindrome de tristeza puede evitarse
utilizando como patrones variedades citricas resistentes al decaimiento (Morenoy
Garnsey, 2010) como el citrange Carrizo. No obstante, el NA es uno de los
patrones mas deseables por sus excelentes cualidades agrondmicas.

La diversidad e intensidad de los sintomas de CTV depende tanto del aislado viral
como del huésped utilizado lo que sugiere que existen diferentes factores
implicados en la interaccion CTV-huésped y que estos podrian variar entre
aislados y especies citricas. La acumulacidon y movimiento de los virus en sus
huéspedes estan restringidos por la activacion de mecanismos de defensa como
las rutas de sefializacién del AS y el PTGS. Como contra-defensa, los virus de
plantas codifican una serie de proteinas que actlan como supresores del PTGS
(Csorba, 2015), de la ruta de sefializacion del AS (Laird et al., 2013) o de otras
rutas para vencer los mecanismo de defensa de la planta y progresar en la
infeccidn. CTV posee tres proteinas que actian como supresores del PTGS a corta
y/o a larga distancia (Gowda et al., 2000; Lu et al., 2004; Fagoaga et al., 2011;
Ruiz-Ruiz et al., 2013; Josep Navarro Lopez, 2017) y diferentes proteinas que
actian como determinantes de patogenicidad para distintos sindromes
(Satyanarayana et al.,1999; 2000; Ghorbel et al., 2001; Fagoaga et al., 2005;
Tatineni et al., 2008; 2011; 2012; Bak y Folimonova, 2015; Soler et al., 2015). Sin
embargo, actualmente se desconocen posibles supresores para otras rutas de
defensa, asi como, los motivos de patogenicidad del virus responsables de inducir
SP en pomelo o ND o las proteinas de la planta que interaccionan con el virus para
su multiplicacién, movimiento o induccion de sintomas.
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El control de los dafios causados por aislados virulentos de CTV requiere disponer
de métodos rdpidos y eficaces para identificar los aislados potencialmente
peligrosos, lo que exige identificar los genes de CTV implicados en la induccidn de
dichos sintomas. Para ello, es necesario disponer de un sistema genético eficiente
basado en clones de cDNA infecciosos. Al comienzo de esta tesis, el Unico sistema
genético eficaz disponible para CTV estaba basado en un clon de cDNA de longitud
completa del aislado T36 de Florida (Satyanarayana et al., 1999). Sin embargo,
para identificar los genes de CTV implicados en la induccidn del sindrome de SP en
ND y pomelo era necesario disponer de un clon infeccioso de un aislado espafiol
productor de estos sintomas, como el aislado T318A. Con este fin, y previo al
desarrollo de la presente tesis, se obtuvieron clones de longitud completa de
T318A, un aislado severo de origen espafol que induce SP en dichos huéspedes.
No obstante, la incapacidad del clon de ¢cDNA de T318A para cursar infeccién
sistémica en N. benthamiana y la imposibilidad de obtener viriones a partir de las
hojas agroinoculadas que permitiese infectar citricos, supuso una limitacion
importante para el uso de este clon en el estudio de los determinantes de
patogenicidad del virus (Ruiz-Ruiz, 2009 y datos no publicados). La deteccion de
varias mutaciones en el cDNA de T318A que podrian estar impidiendo el
ensamblaje de los viriones, motivd que en el desarrollo de esta tesis se intentase
la correcciéon de dichas mutaciones en los clones de T318A existentes y la
obtencién de nuevos clones marcados con gfp para detectar, en su caso, la
acumulacién y movimiento del virus.

El diferente comportamiento de T36 y T318A en la infeccién de N. benthamiana,
sugeria que ambos aislados interaccionan de forma diferente con los factores de
dicho huésped experimental. Ello nos indujo a priorizar la comprension de estas
interacciones antes de intentar el estudio de los determinantes de patogenicidad
con clones infecciosos. Considerando el uso en los Ultimos afios de la protedmica
como una nueva tecnologia potente para estudiar en profundidad la compleja
interaccion huésped-patdgeno, en la presente tesis doctoral se ha llevado a cabo
el andlisis protedmico de la interaccion entre proteinas de CTV y el huésped
experimental N. benthamina. Por otra parte, el empleo de vectores virales para el
silenciamiento génico post-transcripcional inducido por virus (VIGS) es una
estrategia muy util, que permite silenciar genes de interés de la planta y estudiar
su funcion mediante genética reversa en un corto periodo de tiempo. Este
aspecto es especialmente critico en citricos, ya que éstos poseen largos periodos
juveniles (entre 6 y 8 afos) y la transformacidén genética de material adulto es
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muy compleja. El empleo en la presente tesis doctoral de un vector viral para
citricos previamente desarrollado en el laboratorio y basado en el genoma del
virus del manchado foliar de citricos (Citrus leaf blotch virus, CLBV) ha permitido
el estudio de la implicacion de diferentes rutas de defensa de la planta en los
mecanismos de defensa frente a CTV.

La recuperacién del uso del patrén NA seria del maximo interés para la citricultura
espanola. Sin embargo, debido al caracter endémico de CTV en la mayoria de las
zonas citricolas espafiolas, esto requeriria el desarrollo de técnicas capaces de
reducir o evitar el decaimiento y muerte de las plantas propagadas sobre NA. El
conocimiento del mecanismo molecular de la resistencia del NA frente a la
infeccion por CTV es un paso previo imprescindible para el desarrollo de estas
técnicas.

Con el fin de avanzar en los conocimientos anteriormente indicados y cubrir
algunas de las carencias sefialadas, se establecieron los siguientes objetivos para
la presente tesis doctoral:

1) Obtencidon de clones de cDNA infecciosos del aislado espafiol T318A
marcados con el gen gfp para estudiar la acumulacién y movimiento del
virus en el huésped experimental N. benthamiana.

2) Andlisis de las interacciones diferenciales de las proteinas virales p20 y
p25, de los aislados T36 y T318A, con el proteoma de N. benthamiana

mediante un analisis protedémico de alto rendimiento.

3) Estudio de la implicaciéon de las rutas del PTGS y de sefializacién del AS en
la defensa del NA frente a la infeccion por CTV.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

El estudio de los determinantes de patogenicidad de virus de plantas requiere el
desarrollo de un sistema genético eficiente basado en la elaboracién de clones de
cDNA infecciosos en los que introducir mutaciones y/o deleciones y estudiar asi su
efecto en la expresion de sintomas. En virus de RNA, la obtencién de RNAs
infecciosos implica la sintesis previa del cDNA correspondiente al gRNA mediante
RT-PCR, asi como su posterior clonaciéon o ensamblaje en vectores adecuados para
su amplificacién y mantenimiento en bacterias y posterior expresién en plantas.

Existen diversas alternativas para la obtencion de clones infecciosos de virus de
RNA de plantas. Uno de ellos se basa en los vectores de transcripcion in vitro,
donde el cDNA se clona a continuacidon de un promotor especifico reconocido por
una RNA polimerasa dependiente de DNA que llevard a cabo la sintesis del RNA
viral in vitro. EI RNA sintetizado se introduce en la célula vegetal hospedadora
mediante lipofeccion, electroporacidn, inoculacién mecanica o transfeccién. Otra
de las técnicas mas utilizadas que se basa en la construccion de vectores de
transcripcion in vivo (vectores de expresion) en los que el cDNA se clona bajo el
control de promotores constitutivos y se introduce directamente en la célula
hospedadora. En este caso, la trascripcidn se produce en el nucleo celular vegetal
a partir del promotor eucaridtico por acciéon de la RNA polimerasa Il celular, la
traduccion posterior del RNA viral en el citoplasma celular permite iniciar su
replicacion mediante la replicasa viral. A diferencia de la transcripcion in vitro, en
este ultimo método, no se manipula el RNA directamente, pero ambos procesos
estdn sujetos al mecanismo de PTGS del hospedador que reconoce el RNA viral
como fordneo e induce su degradacion en pequefios RNAs.

La infectividad de dichos RNAs virales transcritos in vitro o in vivo puede verse
disminuida por diversos factores, por ejemplo, es frecuente que las secuencias
virales resulten tdxicas e inestables en células procariotas y que los clones
amplificados en bacterias sufran mutaciones y reorganizaciones que reduzcan o
anulen su infectividad (Ruggli et al., 1996; Polo et al., 1997). En ocasiones se
puede reducir la toxicidad de los cDNAs virales en bacterias mediante la utilizacion
de vectores con bajo niumero de copias por célula como los vectores tipo BAC, o
mediante el cambio de una cepa bacteriana por otra. Otras veces es necesario
dividir la region toxica y obtener clones parciales estables (Rice et al., 1989;
Sumiyoshi et al., 1992; Yount et al., 2000,2002). De igual modo, la introduccién de
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mutaciones que modifican la pauta de lectura cerca de las regiones toxicas puede
reducir la toxicidad, como se observd en el caso de CTV (Satyanarayana et al.,
2003). Finalmente, se puede evitar la expresidon de la proteina téxica o interrumpir
la pauta de lectura de ésta mediante la insercidn de uno o mads intrones en
distintas regiones del cDNA (Johansen, 1996; Yang et al., 1998; Lopez-Moya vy
Garcia, 2000; Gonzalez et al., 2002; Marillonnet et al., 2005). Estrategia llevada a
cabo en clones de CTV (Ruiz-Ruiz, 2009; Ambros et al., 2011).

La obtencidon de extremos exactos de los genomas parentales es otro problema
afiadido en la obtencién de los RNA infecciosos. A veces la construccion de un
cDNA que produzca un RNA con el extremo 5" preciso es incompatible con un
buen rendimiento en la transcripcidn in vitro, mientras que asegurar un
rendimiento de transcripcion superior puede implicar que el RNA transcrito lleve
en su extremo 5 uno o mds nucledtidos no virales que den lugar a una
disminucion de su infectividad (Boyer y Haenni, 1994). Por otro lado, la precision
del extremo 3" de los transcritos sintetizados in vitro depende del sitio de
restriccion escogido para linearizar el cDNA antes de la transcripcién, por lo que
generalmente se incluyen algunos nucledtidos extra no virales al final de las
secuencias. En el caso de RNAs sintetizados in vivo, mientras que la incorporacion
de varios nucleétidos extra en los extremo 5” 0 3" no comprometen la infectividad
de algunos virus (Boyer y Haenni, 1994), otros requieren un procesamiento exacto
y no toleran ningun nucledtido extra en sus extremos. En el primer caso, la adicidn
de secuencias terminadoras de la transcripcién como la del gen de la nopalina
sintasa (NOS-T) es suficiente para obtener RNAs viables, mientras que en el
segundo caso, se puede afadir una secuencia ribozimatica como la de la ribozima
(Rbz) del virus Delta de la hepatitis (Hepatitis virus Delta, HDV) inmediatamente
después del extremo 3" del cDNA viral, de forma que tras la transcripcién se libere
un RNA con el extremo 3" idéntico al del RNA viral (Dzianott y Bujarski, 1989; Ball,
1992). Con respecto a la precision del extremo 5°, se pueden generar RNAs sin
nucledtidos extra utilizando versiones del promotor 35S de CaMV adecuadamente
modificadas (Dessens et al., 1993).

Como se ha descrito previamente, el Unico sistema genético disponible para CTV
se basa en clones del aislado T36, desarrollados por primera vez en el laboratorio
del Dr Dawson (University of Florida, C.R.E.C., Lake Alfred, EEUU). Inicialmente,
este sistema se basaba en el uso de clones de cDNA bajo el control de promotores
fagicos que permitia sintetizar transcritos de RNA infecciosos en protoplastos de
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N. benthamiana. Los viriones producidos, tras un proceso de amplificacion
mediante pases sucesivos a nuevos lotes de protoplastos, podian inocularse
mecanicamente en citricos y daban lugar a una infeccion sistémica con sintomas

similares a los inducidos por el aislado T36 original (Satyanarayana et al., 1999;
2001), (figura 1).

Figura 1: Microscopia electrénica de la ultraestructura de células de LM infectadas con
clones del aislado T36 a 30 dpi. V: acumulacién de las particulas virales de CTV. pP:
agregados de particulas proteicas asociadas a la infeccidén por CTV. al: Cuerpos de
inclusion amorfos asociados a la infeccién por CTV. Ves: vesiculas celulares tipicas en las
células del parénquima floematico. La barra indica la escala de 100 nm. Fotografia tomada
de Satyanarayana et al., 2001.

Este sistema permitiéd avanzar en el conocimiento de la biologia molecular del
virus y la funcion de algunas de sus proteinas. No obstante, presentaba serias
limitaciones, asi el gran tamafio del genoma de CTV y la toxicidad de algunas de
sus regiones génicas reducia extraordinariamente el crecimiento de las bacterias y
dificultaba la manipulacién y mantenimiento de los clones (Satyanarayana et al.,
2003) (figura 2).
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La baja infectividad de los transcritos (Gowda et al., 2005), la necesidad de hacer
al menos 6 pases en protoplastos con el fin de acumular suficientes viriones para
la inoculacién en citricos y la frecuente contaminacién de los cultivos de
protoplastos, hacia que el sistema fuera muy lento e incierto en sus resultados.

Figura 2: Representacion de la toxicidad de los clones de CTV-T36 en cultivos bacterianos
de E. coli a dia 3 de incubacion sembrados en LB-agar. pCTV9: colinas E.coli transformadas
con un clon de CTV del aislado T36 que presenta una inserciéon en la posiciéon 3732 nt
correspondiente a la region téxica de la ORF 1a. pCTVIR: colonias E.coli transformadas con
un clon de T36 que presenta una serie de mutaciones en la regidon 3732 nt, las cuales
conllevan un cambio en el marco de lectura y la disrupcion de la ORF 1a. pTMV: colonias
de E.coli tranformadas con un clon de TMV (Dawson et al., 1988). pUC119: colonias de
E.coli tranformadas con el vector parental donde se realizaron todas las contrucciones de
los diferentes clones empleados en este estudio. Fotografia modificada de Satyanarayana
etal., 2003.

Por todo ello, se desarrollé un nuevo sistema genético basado en la expresion del
c¢DNA in vivo de CTV-T36 clonandolo bajo el control del promotor 35S del CaMV,
seguido de una Rbz y del terminador NOS-T (Gowda et al., 2005; Ambrés et al.,
2011) para asegurar un procesado correcto de los transcritos. Previamente, con la
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finalidad de visualizar el progreso de la infeccién, se realizé la incorporacién del
gen gfp, que codifica la proteina verde fluorescente (GFP), entre los genes
codificantes de las proteinas de cubierta CP y CPm de T36. La clonacién de estos
cassettes en diversos vectores binarios para su expresién directa en plantas,
permitid desarrollar y optimizar un nuevo sistema genético basado en la
agroinfiltracién (Gowda et al., 2005; Ambrés et al.,, 2011; 2013). Ensayos de
agroinfiltracién directa de citricos realizados con diferentes cepas de A.
tumefaciens en nuestro laboratorio y en el del Dr. Dawson no dieron lugar a
infeccidn sistémica ni a expresion detectable del RNA viral en tejidos infiltrados
(Gowda et al., 2005 y Ambrds et al., 2013). No obstante, la co-infiltracion de hojas
de N. benthamiana con vectores binarios portadores del cDNA del genoma
completo de T36 y vectores binarios portadores del gen p19 de TBSV, un gen que
codifica un potente supresor del silenciamiento mediado por RNA (Voinnet et al,,
2005), dio lugar a la formacion de viriones infecciosos en las hojas agroinfiltradas.
Extractos semipurificados de éstas hojas e inoculados mecanicamente en citricos
produjeron una infeccién normal (Gowda et al., 2005).

La modificacién en nuestro laboratorio del clon T36 mediante la incorporacién del
intron ST-LS1 de patata (EcKes et al., 1986) interrumpiendo la region téxica de la
ORF 1a (Satyanarayana et al., 2003) y su clonacién en un vector binario hibrido de
bajo nimero de copias (tipo BAC) favorecié la estabilidad del clon en células
bacterianas (Ambros et al., 2011). El andlisis temporal de la acumulacién de CTV
en hojas infiltradas de N. benthamiana mostré que la acumulacién del RNA viral
aumentaba progresivamente después de los 9 dpi utilizados por Gowda vy
colaboradores (2005). Mads aun, nuestras plantas presentaban infeccién sistémica
y una sintomatologia especifica que incluia epinastia, enanismo, clorosis nervial y
necrosis de las hojas nuevas, que conducia al colapso generalizado y muerte de la
planta en aproximadamente 1-2 meses. La distribucién del virus en las plantas
infectadas se limitaba inicialmente a los tejidos floematicos pero con el tiempo se
extendia a toda la planta, lo que permitia producir gran cantidad de viriones que
tenian elevada infectividad en citricos y reproducian los sintomas del aislado
original. Estos resultados abrian la posibilidad de utilizar un sistema genético para
CTV mucho mas eficiente que el de protoplastos (Ambrds et al,, 2008; 2011,
2013).

Para el estudio de los determinantes genéticos responsables del sindrome de SP
de pomelo y ND es conveniente utilizar un clon de cDNA infeccioso de un aislado
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gue produzca estos sintomas. Puesto que el Unico clon infeccioso disponible era el
del aislado T36, un aislado que induce SY y SP en LM (huésped muy susceptible)
pero que no induce SP en pomelo o ND, en la tesis doctoral de la Dra. Susana Ruiz
Ruiz se obtuvieron clones de longitud completa del aislado T318A, un aislado
severo de origen espafol que induce SP en dichos huéspedes (Ruiz-Ruiz, 2009).
Para reducir la toxicidad de dichos clones en células bacterianas, que resultd aun
mayor con este aislado que en T36, se utilizd el vector tipo BAC pCH20 de bajo
numero de copias. Este vector de expresién contenia el cDNA de T318A bajo el
control del promotor 35S, seguido de una Rbz y del terminador NOS-T. La
capacidad infectiva de diferentes clones de cDNA de T318A obtenidos se testé
mediante la agroinfiltracién de hojas jovenes de N. benthamiana con los clones de
longitud completa (FL) denominados pCH20-FLT318A y con un vector portador del
gen p19 de TBSV para facilitar el proceso de infeccidn. El andlisis de las hojas
infiltradas durante el primer mes mediante hibridacién molecular tipo Northern-
blot y cuantificacion de gRNA mediante retro-transcripcion y PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-gPCR), mostraron que el patron de acumulacion era diferente al
observado con el aislado de CTV T36. Asi, en las fases iniciales de la infeccidn se
observaba acumulacién de gRNA y de los sgRNAs p20 y p23 de T318A hasta los 14
dpi para luego reducirse paulatinamente hasta ser practicamente indetectable a
partir de 28 dpi no observdndose en ningun caso infeccidn sistémica.

La incapacidad del clon de cDNA de T318A para inducir infeccion sistémica en N.
benthamiana y la imposibilidad de obtener viriones a partir de las hojas
agroinoculadas que permitiesen infectar citricos, implicaba una limitacion
importante para el desarrollo de un sistema genético basado en un aislado
inductor del sindrome SP y con ello del estudio de los determinantes de
patogenicidad responsables.

Para averiguar si esta falta de infectividad era debida a reorganizaciones
gendmicas, pérdida de fragmentos o a la introduccién de mutaciones letales se
selecciond uno de los clones que habia mostrado mayor eficacia replicativa
(pCH20-FLT318A G11) y se re-secuencid la mitad 3" terminal de su gRNA (ORFs 2 a
11). A partir de esta secuenciacién se detectaron 3 cambios nucleotidicos
respecto a la secuencia depositada en la base de datos (GeneBank DQ151548),
dos de los cuales conllevaban cambios de aminodcidos en la proteina p27. No se
puede descartar que estas mutaciones pudieran afectar la funcién de dicha CPmy
en consecuencia alterar el ensamblaje de los viriones y limitar o impedir su
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movimiento célula a célula. Por todo ello, el objetivo de este capitulo fue la
obtencién de clones infecciosos de cDNA del aislado de origen espafiol T318A
restaurado y la incorporacion del gen gfp en su genoma para facilitar el
seguimiento de la acumulacién y movimiento del virus dentro de la planta de N.
benthamiana.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Correccion de la secuencia del clon de cDNA del aislado T318A de CTV
e insercion del gen gfp C3

Para obtener un clon corregido y con el gen gfp C3 (Tatineni et al., 2008)
insertado entre las ORFs de la CPm y CP, se partid del clon previo pCH20-FLT318A
G11 y se sintetizaron 4 fragmentos solapantes mediante PCR (F1, F2, F3 y F4) que
cubrian desde la posicion 14.7 kb (p61) a la 17.6 kb (p13) del genoma. El
fragmento F1 se amplificd a partir de un minireplicdn de cDNA basado en el dRNA
2 del aislado T318A, obtenido en la tesis doctoral de la Dra. Susana Ruiz-Ruiz
(2009), utilizando la enzima iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase (BIO-RAD) y la
pareja de cebadores PM147D-PM444R (Tabla 1). El programa térmico consistio en
una desnaturalizacidn inicial de 30 s a 98°C, 3 ciclos de 10 sa 98°C, 15sa60°Cy 1
min a 72°C, 3 ciclos de 10 s a 98°C, 15 s a 65°Cy 1 min a 72°C, 30 ciclos de 10 s a
98°C, 15 s a 68°C y 1 min a 72°C y una extensién final de 10 min a 72°C. El
producto F1 se digirié con Dpnl (New Englad, Biolabs'inc) y se purificé con el
estuche comercial INVISORB® FRAGMENT CLEANUP. El fragmento F1 cubre desde
la posicion 14.722 pb hasta las 15.309 pb y contiene 605 nt del extremo 3’
terminal de la ORF 5 (p61) ademas de los 13 nt iniciales de la ORF 6 (p27).

El fragmento F2 se amplificé a partir de un plasmido previo obtenido en el
laboratorio, que contiene la secuencia p27 de T318A con las tres mutaciones
corregidas utilizando los cebadores PM445D-PM446R (Tabla 1) en condiciones
similares a las descritas. En este caso, el cebador PM446R contenia en su extremo
5’ una cola de 14 nt solapantes con la secuencia del gen gfp C3 y el fragmento F2
obtenido se digirid y purificé como el anterior.
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El fragmento F3 se amplificd a partir del plasmido 947R-GFP (amablemente cedido
por el Dr. W.0. Dawson) que contiene la versién C3 del gen gfp (Gene ID:
7011691). Esta versidon posee un sitio de restriccion BamH| (GGATCC) en la
posicién 523 de su secuencia, que se elimind para no interferir con la estrategia
de clonacién en la preparacion del cassette de cDNA de T318A. Para ello, se
obtuvieron 2 subproductos de amplificacidon solapantes entre si, el producto F3.1
de 317 pb y el F3.2 de 567 pb. El producto resultante F3 de 863pb se generd
mediante PCR de extension entre ambos subproductos. La amplificacidn de cada
uno de los productos se llevd a cabo como se ha indicado anteriormente
utilizando en este caso las parejas de cebadores PM432D-PM433R para F3.1 y
PM434D-PM435R para F3.2 (Tabla 1). La reaccién de PCR para ambos fragmentos
consistio en una desnaturalizacion inicial de 30 s a 98°C, 3 ciclos de 10 s a 98°C, 15
s a55°Cy 15 s a 72°C, 30 ciclos de 10 s a 98°C, 15 s a 65°Cy 15s a 72°Cy una
elongacion final de 10 min a 72°C. La obtencién del producto de fusidn F3
mediante PCR de extensidn incluyd una desnaturalizacidn inicial de 1 min a 92°C,
6 ciclos de 30 s @ 92°C, 1 mina 62°Cy 1 min a 72°Cy una elongacién final de 5 min
a 72°C. A continuacién, F3 se amplificé por PCR en condiciones similares a F3.1y
F3.2 pero con la pareja de cebadores externos PM432D-PM435R. Todos los
productos se trataron con Dpnl (New Englad, Biolabsinc) y se purificaron del
modo descrito anteriormente. Al producto F3 se le afiadié una cola poli-A para
clonarlo en el vector pGEM®-T Easy Vector Systems (PROMEGA).

El fragmento F4 se obtuvo a partir de un clon parcial del aislado T318A obtenido
previamente por la Dra. Susana Ruiz-Ruiz, denominado pUC19-3'T318A, que
contiene la mitad 3’ terminal del genoma de T318A clonado en el plasmido
pUC19. El fragmento F4 de 1.655pb se extiende entre las posiciones 16.020 y
17.657 pb del gRNA e incluye las ORFs 7 (p25) y 8 (p18) junto al extremo 5’
terminal de la ORF 9 (p13) hasta el sitio de restriccion BamHI, que es Unico en la
secuencia de T318A. El producto tiene una cola de 18 nt en su extremo 5" que
solapa con la secuencia del gen gfp C3 y se amplificd (cebadores PM447D-
PM448R, Tabla 1) y purificé de forma similar a los anteriores.

La fusién de los productos F1, F2, F3 y F4 se llevé a cabo en dos fases sucesivas. En
la primera se solaparon los fragmentos F1, F2 y F3 para generar el fragmento F1-
F3 mediante PCR de extensidn utilizando la enzima Taq DNA Polymerase (Roche®)
y una desnaturalizacion inicial de 1 min a 92°C, seguida de 6 ciclos de 30 s a 92°C,
1 min a 65°Cy 2 min a 72°C con una extensién final de 5 min a 72°C. Se utilizaron
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alicuotas de 1 pl del producto de extension para amplificar el producto F1-F3
fusionado con la enzima iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase y los cebadores
externos PM147D-PMA435R (Tabla 1). El producto F1-F3 de 2.2 kb se purificé de gel
de agarosa al 0.8% con el estuche comercial INVISORB® FRAGMENT CLEANUP. En
la segunda fase, se incorporé el fragmento F4, realizando una PCR de extension
entre F4 y F1-F3 en condiciones similares a las descritas anteriormente. El
producto final F1-F4 de 3.8 kb se amplificé con los cebadores externos PM147D-
PM448R, se purifico, poliadenild, clond en el vector pGEM®-T Easy y se
transformd mediante electroporacién en células de E.coli IM109, siguiendo el
protocolo habitual (Green y Sambrook, 2012. Capitulo 3) para obtener el clon que
denominamos pGEMT-F1-F4 T318A.

CGCCAATTTGATCTGTGAACG D  10.690-10.710°
GCGAAaGCAAACATCTCGACTC R 10.854-10.876°
CCTTTCATCATGGCGGGTTACACGATGCTTCC D  15.318-15350°
GACGAAGAGACTGCCTACAAAATACTTTCCCAAATCGCGTAAG R 15.985-16.015b
-GFP
TTGTAGGCAGTCTCTTCGTCGGTC D GFPC3
TTGGCCAGGGAACAGGTAGTTTTC R GFPC3
AACTACCTGTTCCCTGGCCAACACTTGTCACTAC D GFPC3
GGTTCTATTTGTAGAGCTCATCCATGC R GFPC3
ATCCCGATCTACGTGTTGATTTGCGTTGGGCAGG D 14.723-14.757°
TGTAACCCGCCATGATGAAAGGGTAAATTAAAACCGGATGTTGCC R 15.263-15.308°
TGAGCTCTACAAATAGAACCGAGCTTCTTAACTTACGCGATTTGG D GFP C3-16.020-

16.047°
CTACTGAGTAGACTCTAGTTATCGCAAGGTAAGAGCGAAGG R 17.616-17.657°

Tabla 1. Secuencia y posiciones nucleotidicas de los cebadores en el gRNA de T318A.
Caracteres en negrita indican las secuencias homdlogas con el gen gfp C3 (GenBank n?
7011691). Dy R, indican el sentido directo y reverso de cada cebador, respectivamente.

2. Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia genémica del aislado T385 depositada
en la base de datos (GenBank Y18420). En minuscula se marca el desapareamiento (A por
C) que presenta el cebador PM198R respecto al aislado T318A.
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b. Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia genédmica de T318A depositada en la
base de datos (GenBank DQ151548).

2.2. Reconstruccion de un clon de cDNA con el genoma completo de T318A

2.2.1. Construccion del clon 3° T318A-GFP

Se generd un clon parcial de T318A que comprendia desde la posicion 8.082 de la
ORF 1a hasta el extremo 3"UTR, seguido de la secuencia antigendmica de la Rbz
del virus delta de la hepatitis y de la secuencia terminadora NOS-T del fago T7
(Pattnaik et al., 1992). Para ello, se sustituyd en el plasmido pUC19-T318A,
obtenido previamente en nuestro laboratorio por la Dra Silvia Ambrds (pMINI
57.6), la regidon entre los puntos de corte Agel y BamH!| por el fragmento
homdlogo del plasmido pGEMT-F1-F4T318A (con las mutaciones de la CPm
corregidas y el gen gfp C3 insertado previamente). Los plasmidos se digirieron con
Agel y BamHI (Fermentas Life Sciences), se ligaron con el estuche comercial
TaKaRa® DNA Ligation y transformaron células electrocompetentes de E. coli
JM109. Tras evaluar 36 colonias mediante restriccién con las enzimas Agel/BamH|,
se obtuvo el clon parcial pMINI-3'T318A-GFP

2.2.2. Obtenciéon de un clon de longitud completa restaurado del
genoma de T318A

Para la reconstruccion del genoma completo de T318A se utilizé un clon previo
obtenido en el laboratorio (pUC19-DEF1-24), basado en el dRNA 1 de T318A
(12.535 nt) que carece de la regidn central del genoma y que contiene la 5'UTR, la
ORF 1 (excepto los 12 ultimos nt de la ORF 1b) y los 1.735 nt 3" terminales que
incluyen parte de la ORF9, las ORFS 10y 11 y el extremo 3°UTR (Ruiz-Ruiz, 2009).
La regidn central ausente en el dRNA 1 se obtuvo mediante digestion del clon
PMINI-3'T318A-GFP con Apal/Swal (Fermentas Life Sciences) y se incorporé al
clon dRNA 1 previamente digerido con las mismas enzimas. Los productos se
ligaron y transformaron de forma similar a los anteriores. Los 3 clones de longitud
completa seleccionados, denominados pUC19-FL-T318AGFP, poseen un cassette
de expresién bajo el control del promotor 35S que termina con la secuencia de
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una Rbz y el terminador NOS-T. Dicho cassette esta flanqueado por la secuencia
de restriccién Notl (Figura 3).
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Figura 3: Construccion del clon de cDNA de longitud completa del aislado T318A de CTV
portador del gen gfp. A) Representacion del genoma de T318A CTV. Incluye un esquema
de la localizacion de F1, F2, y F4 en el genoma de T318A. El fragmento F3 correspondiente
a la GFP se situa aparte. B) Fusidon de los 4 productos (F1, F2, F3 y F4) y obtencion del
fragmento de 3,8 Kb con la correccion de la CPm (p27%*) e incorporacion del gen gfp C3
(fragmento F3, representado en verde). Mediante la ligacién del fragmento de fusion en el
vector pMINI via Agel/BamH|l se obtuvo el clon parcial pMINI-3'T318A-GFP. C)
Subclonacioén via Apal-Swal de las 10 Kb centrales + GFP en el vector pUC19 DEF 1-24 que
incorpora el promotor 35S, el extremo 5" de T318A y un intrén (simbolo de STOP) que
reduce la toxicidad en células bacterianas. D) Clon de longitud completa FL-T318AGFP-
pUC19 resultante. A partir de este clon y mediante escision via Notl se prepararon los
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diversos vectores binarios (pCH20, pCLEAN y pCLEAN-p22) para estudiar la
agroinfectividad de dicho aislado en hojas de N. benthamiana.

2.2.3. Obtencidn de clones T318A-GFP en vectores de expresion in
planta pCH20

Una mezcla de los 3 clones pUC19-T318A-GFP se digirid con la enzima Notl y los
cassettes de expresidn tras su purificacidn se subclonaron en el vector binario BAC
pCH20 (Hamilton et al., 1997) previamente digerido con Notl y defosforilado con
la enzima fosfatasa alcalina (New England Biolabs). El vector pCH20
(amablemente cedido por la Dra. Hamilton de la Cornell Research Foundation) de
23kb es un hibrido entre un pldsmido binario y un cromosoma bacteriano artificial
(bacterial artificial chromosome, BAC), y sdlo tiene una (o pocas) copias por célula.
La ligacion se transformé en células competentes de E. coli DH10B™ (TaKaRa")
mediante electroporacion (Green y Sambrook, 2012. Capitulo 3). Se seleccionaron
los clones pCH20-FLT318A-GFP en placas de medio de cultivo Luria-Bertani (LB)
suplementado con 50mg/l de Kanamicina y sacarosa al 5%. Para determinar el
tamafio de los insertos y excluir aquellos clones que hubieran sufrido
recombinacion, se evaluaron 161 colonias mediante restriccion con EcoRl. Los
clones pCH20-FLT318A-GFP seleccionados se electroporaron en células
competentes de A. tumefaciens cepa C58C1 para los ensayos de agroinfeccion en
el huésped experimental N. benthamiana.

2.2.4. Obtencidn de clones de T318A-GFP en vectores de expresion
in planta pCLEAN-G181

Como alternativa al uso de vectores de tipo BAC se utilizé6 también el sistema
pGreen/pSoup para la expresion in planta, en el que el primer vector presenta un
T-DNA sustituible por el cassette de T318A y el segundo contiene genes de
virulencia. La clonacién del cassette de expresion FLT318A-GFP en el vector
binario pCLEAN-G181 (vector pGreen de 2,7 kb, amablemente cedido por el Dr.
J.LA. Dards del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IMBCP),
C.S.I.C,, de Valencia) se realizé mediante la escision con Notl y su ligacién en
pCLEAN-G181 previamente digerido con la misma enzima y defosforilado con
fosfatasa alcalina. La ligacion y transformacion en E. coli DH10B™ se realizd del
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mismo modo descrito anteriormente. Se seleccionaron 41 colonias, se analizaron
mediante restriccion con Sacl y los clones pCLEAN-G181-FLT318A-GFP
seleccionados se transfectaron en células competentes de A. tumefaciens C58C1,
portadoras del vector pCLEAN-S48 (vector tipo pSoup).

2.2.5. Incorporacion de un supresor de silenciamiento (p22) en el
vector de expresion in vivo pCLEAN-G181

La ORF del supresor de silenciamiento p22 del virus de la clorosis del tomate
(Tomato chlorosis virus, ToCV), se obtuvo por PCR a partir de un vector pBIN
(cedido amablemente por el Dr. Jesus Navas Castillo, Instituto de
Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea “La Mayora” (IHSM-UMA-C.S.I.C.),
Algarrobo-Costa, Malaga), que contiene el gen p22 flanqueado por un promotor
35S duplicado y el terminador del inhibidor de proteasa de la patata (PoPit)
utilizando los cebadores PM566D-PM572R (Tablal). Las condiciones de
amplificacidon y purificacion del producto fueron similares a las descritas, se
digirid con el enzima Xhol y se cloné en el vector pCLEAN-G181 previamente
digerido con la misma enzima y defosforilado con fosfatasa alcalina. Con el
producto de ligacion se electroporaron células de E. coli DH10B™. Las células se
sembraron en placas de LB + 50mg/ml Kanamicina, se analizaron 34 colonias
mediante restriccién con la enzima Pacl para comprobar la orientacion del
cassette de p22. Posteriormente, se digirié un clon pCLEAN-G181-p22 de cada
orientacién con la enzima Notl y se subcloné en ellos el cassette de expresion
T318A-GFP, previamente escindido del vector pCLEAN-G181-FLT318-GFP con la
misma enzima. Con el producto de ligacién se transfectaron células de E. coli
JM109 (Promega®). Se seleccionaron 48 colonias de 2 dias para analizar su patrén
de restriccion con la enzima Pmel. En la Figura 4 se muestran las cuatro
orientaciones resultantes que podemos encontrar. Se electroporaron células
competentes de A. tumefaciens portadoras del vector pCLEAN-548 con los clones
pCLEAN-G181-p22-FLT318A-GFP que presentaron una orientacién divergente
(Figura 4A) para estudiar su capacidad infectiva en el huésped experimental N.
benthamiana.
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2.3. Ensayos de infectividad de clones de cDNA de longitud completa del
genoma de T318A

2.3.1. Transformacidn de los clones de longitud completa de T318A en
A. tumefaciens y agroinoculacion en hojas de N. benthamiana

Células competentes de A. tumefaciens cepa C58C1 se transfectaron con los 47
clones pCH20-FLT318A-GFP, los 21 clones pCLEAN-G181-FLT318A-GFP o los 11
clones pCLEAN-G181-p22-FLT318A-GFP mediante electroporacion. A
continuacién, se anadieron 500 pl de LB y se incubd durante 1h a 28°C. Las
bacterias transformadas se sembraron en placas de LB + 50 mg/| de kanamicina +
25 mg/I rifampicina y se incubaron durante 48-72 h a 28°C.

Colonias individuales de A. tumefaciens portadoras de los diferentes clones de
longitud completa se cultivaron en 5 ml de medio LB suplementado con
kanamicina (50 mg/l) y rifampicina (25 mg/I) a 28°C en agitacién toda la noche.
Diferentes volumenes de estos cultivos en fase exponencial se re-suspendieron en
25 ml de medio de induccion (LB suplementado con MES 10 mM, acetosiringona
20 mM y 5 mg/I de rifampicina) y se incubaron a 28°C toda la noche. Cuando
alcanzaron densidades 6pticas (DOsoonm) €n torno a 0.8-1 se centrifugaron y re-
suspendieron en medio de infiltracion (MgCl, 10 mM, MES 10 mM vy
acetosiringona 150 mM), ajustando la concentracion a una DOgorm de 1 e
induciéndolos 2 h a temperatura ambiente con agitacién suave. A continuacion,
los clones pCLEAN-G181-p22-FLT318A-GFP se agroinfiltraron directamente,
mientras que, los clones pCH20-FLT318A-GFP y pCLEAN-G181-FLT318A-GFP se co-
infiltraron con cultivos similares portadores del supresor del silenciamiento p19
utilizando una relacién de 2:1 volimenes (FLT318A-GFP: p19). Todos los clones o
mezclas fueron agroinfiltrados en hojas jovenes completamente expandidas de N.
benthamiana wt o RdRp6i (N. benthamiana que presenta el gen de la RNA
polimerasa dependiente de RNA 6 silenciado) en tres ensayos independientes
usando 5 plantas por clon y ensayo. Como controles se incluyeron el clon de cDNA
de longitud completa pCH20-FLT318A G11 (de la Dra. Susana Ruiz-Ruiz) y el clon
de cDNA de longitud completa T36-GFP [una versidn del aislado T36 de Florida
(GenBank AY170468) cedido amablemente por el Dr. Dawson que contiene el gen
gfp C3 codificante para la proteina fluorescente verde
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Figura 4: Representacion esquematica del vector plasmidico pCLEAN-G181 modificado
que contiene el cassette de expresion de p22 de ToCV en ambas orientaciones,
flanqueado por sitios de restriccion Xhol, y el cassette de expresidon de CTV en las dos
orientaciones posibles, a su vez flanqueado por sitios Notl. A) Construccion en orientacion
divergente de los cassettes de expresién de CTV y del supresor de silenciamiento p22. B) y
C) Construcciones con dichos cassettes de expresidn en la misma orientacién. D)
Construccidn con orientacion convergente de ambos cassettes.

En algunas ocasiones, cultivos inducidos de los clones pCLEAN-FLT318A-GFP con
los que se observd fluorescencia en las hojas infiltradas, fueron agroinfiltrados
directamente en el tallo de plantas de N. benthamiana mediante el empleo de
aguja y jeringa, con el fin de facilitar el acceso del virus al floema.

Las plantas de N. benthamiana se mantuvieron en una cdmara de cultivo con un
ciclo de 16/8 h de luz/oscuridad, a una temperatura constante de 23-242C y una
humedad relativa del 50-60%.
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2.3.2. Visualizacion y seguimiento de la infeccién en plantas de N.
benthamiana agroinfiltradas con los clones T318A-GFP

Las plantas inoculadas con construcciones portadoras del gen gfp se examinaron
diariamente a partir de 4 dpi, observando el envés de cada una de las hojas
agroinfiltradas con un estereomicroscopio Leica MZ16 (Leica Microsystems,
Heerbrugg, Switzerland) con una fuente de luz de alta energia y un filtro de GFP.
Las imagenes se tomaron usando la cdmara digital Leica DFC490 y el software
IM50 (Leica Microsystems). Las areas con sefial GFP se marcaron y siguieron con
el paso de los dias. La expresidn de GFP de los clones pCLEAN-FLT318A-GFP vy
pPCLEAN-p22-FLT318A-GFP que mostraron mejor sefial se examind ademas
mediante microscopia confocal (LEICA TCS SL). Para ello, secciones pequefias de
hoja infiltrada se montaron en fresco sobre un portaobjetos, se afiadieron 2 pl de
agua, se cubrieron con un cubreobjetos y se observaron con el objetivo 100x. Las
imagenes se tomaron con el software LCS Lite.

La extraccidon de viriones de CTV se realizd a partir de secciones de hojas que
mostraron sefial GFP, fragmentos de 1 cm? se trituraron en N, liquido y se
mezclaron con 2 ml de tampédn fosfato 40 mM, se mantuvieron 30 min en hielo
con agitacién suave y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 12min. El
sobrenadante se depositd sobre un colchén de sacarosa al 70 % preparado en
tampon de extracciéon y se ultracentrifugd a 38.000 rpm durante 1h 15min
utilizando un rotor basculante (Beckmann SW41). Al finalizar se realiz6 una
pequeiia incisién en la parte inferior del tubo, se eliminaron por decantacién los
primeros 350 pl y se recolectaron los 200 pl siguientes que contienen la mayor
concentraciéon de viriones de CTV. Este extracto semi-purificado se inoculd
mecdanicamente en hojas de N. benthamiana espolvoreadas con carborundo.

2.3.3. Cuantificacion del gRNA expresado por los clones de cDNA de
longitud completa de T318A-GFP y deteccion seroldgica de la
proteina p25

Para cada uno de los ensayos en plantas de N. benthamiana genotipo wt o RdRp6i
se recolectaron porciones de hoja infiltrada a los 6, 14 y 21 dpi y se extrajo el RNA
total (RNAt) a partir de 0.3 g de tejido fresco de hoja. El protocolo de extraccion
estandar consistid en dos extracciones con fenol en tampdn TCES (0,2 M Tris-Cl
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pH 8, 50 mM EDTA, 0,2 M NaCl, 2% SDS y H,O tratada con dietilpirocarbono),
seguidas de una precipitacién con acetato sddico 3 M, pH 5,2, y etanol absoluto.
Los extractos de RNAt se re-suspendieron en 100 pl con agua libre de RNasas y
una alicuota se traté con DNasa libre de RNasas (Turbo DNA-free, Ambion). Las
concentraciones de estas alicuotas se ajustaron aproximadamente a 10 ng/ul, se
cuantificaron por duplicado en el espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific) y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion.

Con objeto de cuantificar el RNA viral a partir de tejido agroinfiltrado, las alicuotas
de RNAt a 6, 14 y 21 dpi tratadas con DNasa se analizaron mediante RT-gPCR.
Dicha reaccion se desarrollé en la plataforma LightCycler® de Roche utilizando
capilares de vidrio de 20 pl, cargados con 10 ul de una mezcla de reaccion que
contenia: 2 pul de LightCycler® FastStart DNA MASTERPLUS SYBR Green | (Roche),
4.7 ul de agua libre de RNasas, 0,05 ul de retrotranscriptasa RT MultiScribe
(Applied Biosystems), 0,05 ul de Inhibidor de RNasas (Applied Biosystems), 0,3 uM
de la pareja de cebadores PM197D-PM198R (Tablal) y 2 ul del extracto de RNAt
(~10 ng RNA/ul). Cada muestra problema se analizé por duplicado en tres ensayos
independientes de RT-qPCR, en los que se incluyeron controles de RNAt de N.
benthamiana sana o agua en lugar de RNAt. El programa térmico incluyé una
etapa de retro-transcripcién de 30 min a 48°C, una desnaturalizacién inicial de 10
min a 95°Cy 45 ciclos de 2 s @ 95°C, 10 s a 60°Cy 15 s a 72°C. Se afiadié un cuarto
segmento de 2 s a 82°C después de la etapa de extensidn para obtener medidas
de fluorescencia que minimizasen la interferencia de dimeros de cebadores u
otros productos de amplificacién inespecificos. La sintesis de un Unico producto
de DNA del tamaiio deseado se confirmdé mediante analisis de las curvas de fusidn
utilizando el programa del LightCycler. El célculo para determinar el n2 de
moléculas de gRNA de CTV transcritas por ng de RNAt presente en la muestra se
llevé a cabo utilizando la curva patrén desarrollada por la Dra Susana Ruiz-Ruiz
(Ruiz-Ruiz et al., 2007 y Ruiz-Ruiz, 2009).

La presencia de la proteina p25 de CTV en hojas agroinfiltradas se analizé
mediante ELISA-DASI utilizando extractos brutos y anticuerpos monoclonales
especificos (3DF1+3CA5) (Cambra et al., 1990). Para ello, se tapizaron placas de 96
pocillos (Nunc) con un anticuerpo policlonal anti-CTV diluido 1:500 en tampdn
carbonato 0.1 M, pH 9.6. Las placas se incubaron a 42C durante toda la noche y se
lavaron 3 veces con tampon lavador AFT 1X (0.14 M NaCl, 2.6 mM NaH2P04-2H20
y 7.5 mM Na2HPO4:12H20) con 0.05% Tween 20. Las muestras vegetales se
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prepararon homogeneizando 0.5-1 g de una mezcla de hojas de cada planta,
infiltrada con los clones T318A, en 20 volimenes de tampdn de extraccion (AFT 1X
y 1% polivinilpirrolidona), se afiadieron 190 pl de extracto por pocillo y se
incubaron toda la noche a 49C. Después de 3 lavados, las placas se incubaron a
372C durante 2 h con la mezcla de anticuerpos monoclonales especificos de CTV
3DF1 y 3CAS5 (Ingenasa) diluidos en AFT 1X a una concentracidn de 0.25 ug/ml
cada uno. Tras lavar 3 veces, las placas se incubaron durante 90 min a 372C con
una diluciéon 1:20000 de inmunoglobulinas anti-ratdn conjugadas con fosfatasa
alcalina (Sigma) en AFT 1X, se lavaron nuevamente y se revelaron utilizando como
sustrato 1 mg/ml de p-nitrofenilfosfato en tampén de deteccién (10%
dietanolamina en H20 destilada, pH 9.8). Se utilizd un lector de placas
(Labsystems Multiskan Ascent) para medir la densidad dptica a 405 nm cada 30
min. Asi mismo, extractos de RNAt se separaron mediante electroforesis en
agarosa-formaldehido al 0.9%, siguiendo el protocolo previamente establecido
(Lewandowski y Dawson, 1998), se transfirieron a una membrana de Nylon
cargada positivamente (Roche), utilizando una cubeta de electrotransferencia
Hoefer TE-42 (Hoefer Inc.) con tampdn fosfato 25 mM, pH 6.45, a una intensidad
constante de 250 mA durante 1 h y 1 A durante 14-16 h. Los RNAs transferidos a
la membrana se fijaron mediante luz ultravioleta (120 mJ/cm2) por ambas caras y
se analizaron mediante hibridacién molecular en formato Northern-blot siguiendo
el protocolo habitual (Green y Sambrook, 2012. Capitulo 6) con una sonda
especifica de RNA-DIG de polaridad negativa complementaria del extremo 3" del
aislado T318A de CTV (Ruiz-Ruiz et al., 2006).

3. RESULTADOS

3.1. Obtenciéon de clones de cDNA de longitud completa del genoma del
aislado T318A de CTV en vectores de expresion in planta

Al inicio de esta Tesis doctoral se disponia de un clon de cDNA de longitud
completa de T318A capaz de replicarse en protoplastos y en células de N.
benthamiana, pero incapaz de producir infeccidon sistémica en dicho huésped
experimental. Trabajos anteriores realizados en la tesis doctoral de la Dra. Susana
Ruiz Ruiz confirmaron que el extremo 5 de CTV, que codifica la replicasa del virus,
resulta toxico para su mantenimiento en E. coli. Con el fin de reducir esta
toxicidad y poder obtener clones de cDNA del genoma completo de CTV, la
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secuencia gendmica de T318A se clondé en vectores de gran tamafio que
presentan bajo nimero de copias, como el vector pCH20 de tipo BAC, obteniendo
un primer conjunto de clones de cDNA de longitud completa pCH20-FLT318A
(Figura 5). Entre éstos, el clon G11 presentd una replicacion mas eficiente en hojas
de N. benthamiana. Este clon contiene el promotor 35S seguido de la secuencia
gendmica completa del aislado T318A, una Rbz en sentido antigendmico y un
terminador (NOS-T), flanqueados por los sitios de restriccidn Notl. Sin embargo, se
comprobé que presentaba varias mutaciones que inducian cambios aminoacidicos
en la secuencia codificante de la CPm, que podian causar su incapacidad para
infectar sistémicamente N. benthamiana.
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Figura 5. Representacion grafica del vector binario tipo BAC y de los clones pCH20-
FLT318A llevados a cabo por la Dra. Susana Ruiz Ruiz. A) Mapa del vector pCH20 utilizado
para la clonacion del cDNA de T318A (tomado de Hamilton CM, 1997). B) Esquema de la
clonacién de los cassettes de expresion completos de los cDNA de T318A en el vector
modificado pCH20-(3)-GUS, que presenta un cassette de expresién del gen marcador GUS-
intron presente en vectores pCAMBIA.

Para resolver este problema y poder seguir el avance de la infeccion visualmente,
en el desarrollo de la presente tesis se planted la reconstruccién del clon G11,
generando un nuevo cDNA de longitud completa de T318A que mantuviera el
extremo 5 del clon inicial, pero que integrara una nueva secuencia 3" terminal sin
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las mutaciones detectadas en p27 y con la incorporacion del gen de la GFP entre
las secuencias de las dos proteinas de la capsida.

La reconstruccion del clon de T318A se llevd a cabo generando un fragmento
comprendido entre la posicién 8.082 nt y el extremo 3"UTR de CTV, mediante
sucesivas PCRs de fusidon, como se ha descrito en material y métodos. El nuevo
fragmento incorporaba el gen gfp C3 y corregia la secuencia de p27. Dicho
fragmento se clond en el vector pMINI 57.6 y se obtuvo el clon parcial pMINI-
3'T318A-GFP.

Por otra parte, se disponia de un clon parcial del aislado T318A en vectores
pUC19, con una longitud de 12.535 nt que carecia de la region central del
genoma. Mediante digestién Smal-Swal se intercambid la regidon central del
genoma de CTV comprendida entre la posicion 8.082 y 18.682 nt por la nueva
secuencia clonada en pMINI-3'T318A-GFP. De este modo se obtuvo el primer clon
pUC19-FLT318A-GFP que contiene el genoma completo de T318A corregido y que
expresa el gen gfp.

Con el objetivo de estudiar la infectividad en el huésped experimental N.
benthamiana y seguir ésta mediante observacion de la fluorescencia, el cassette
de expresion T318A-GFP se escindié del vector pUC19-FLT318A-GFP mediante
digestidn con Notl y se subclond en los vectores binarios: pCH20, pCLEAN-G181 y
derivados (ver material y métodos). Los clones resultantes se agroinfiltraron en
hojas de N. benthamiana y su infectividad se analizd por microscopia de
fluorescencia y confocal, mediante ensayos ELISA, hibridacidn tipo Norther-blot y
RT-gPCR.

3.2. Andlisis de la infectividad de los clones de longitud completa de T318A-
GFP

Se obtuvieron un total de 161 clones en el vector binario pCH20, de los cuales 47
presentaban un patrén de restriccion EcoRl correcto. Estos clones se utilizaron
para transfectar la cepa C58C1 de A. tumefaciens que contiene copias extra de
genes de virulencia. Los cultivos bacterianos inducidos se co-infiltraron con otros
gue contenian el supresor de silenciamiento p19 de TBSV en la cara abaxial de
todas las hojas expandidas de plantas de N. benthamiana de 2-3 semanas de edad
siguiendo el protocolo previamente descrito (Ambrds et al., 2013). En todos los
ensayos se observaron las hojas agroinfiltradas durante 21 dpi utilizando un
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microscopio estereoscépico de fluorescencia. No se detectd en ningln caso focos
fluorescentes ni infeccidn sistémica.

Para trabajar con un sistema de expresion mas eficaz y de menor complejidad en
su manipulacién, las mismas construcciones de cDNA de T318A se subclonaron en
el vector pCLEAN-G181 (Thole V et al., 2007). Este sistema se basa en el vector
pGreen-like, que para transfectar el T-DNA a la célula hospedadora necesita de la
ayuda de otro vector tipo pSoup-like como es el pCLEAN-S48 (Figura 6), que
expresa los genes de virulencia VirG wt (Vain et al., 2004). Para ello, se escindi6 de
nuevo el cassette de expresion T318A-GFP mediante digestién del vector pUC19-
FLT318A-GFP con Notl y se clond en el vector binario pCLEAN-G181. De los 41
clones con buen crecimiento de las bacterias E. coli transfectadas, 24 presentaban
un patrén de restriccidn Sacl correcto.

A) B)
PCLEAN-G = pCLEAN-S
Agrobacterium KanR TetR
tumefaciens
D) Notl Notl
1 g \
NOS-T T318A cDNA c p27* 355
: v
C) T-DNA
Pmel go| | Pacl Pmel ggy |1 Pacl
Apal Apal

Xhol Xhol

LB LB

RB RB

pCLEAN-G181
2.718pb

pCLEAN-G181
2.718pb

Figura 6: Esquema grafico de los vectores binarios tipo pCLEAN utilizados para la
clonacidén de los cDNA de T318A. A) Esquema pGreenll-pSoup en A. tumefaciens, en el cual
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estdn basados los vectores pCLEAN. En este sistema el vector de expresién in planta
pGreenll requiere del vector pSoup para trasferir el T-DNA al ndcleo de la célula vegetal.
B) Representacion del sistema pCLEAN-G con resistencia a kanamicina (KanR) y pCLEAN-S
con resistencia a tetraciclina (TetR) y que posee genes de virulencia VirG wt. C) Mapa del
vector pCLEAN-G181 (Thole V et al., 2007) D) Esquema de clonacién de los cassettes de
expresion de los dRNAs de T318A-GFP en el vector pCLEAN-G181.

Para comprobar la infectividad de los 24 clones seleccionados en N. benthamiana,
se transfectaron éstos en la cepa C58C1 de A. tumefaciens previamente
transformada con el vector pCLEAN-S48. Los cultivos bacterianos inducidos se co-
infiltraron junto con otros cultivos portadores del supresor de silenciamiento p19
de TBSV. Se examind la fluorescencia en las hojas agroinfiltradas durante 21 dpi
con un microscopio estereoscépico de fluorescencia, donde Unicamente en dos
casos (pCLEAN-FL10-T318A-GFP y pCLEAN-FL15-T318A-GFP) se observd
fluorescencia de GFP. Esta sefial se limitaba a un niumero reducido de células que
perdié intensidad con el paso del tiempo, adquiriendo una tonalidad amarillenta
también asociada al dafio celular (Figura 7). Se confirmd la expresién de GFP de
los clones pCLEAN-FL10-T318A-GFP y pCLEAN-FL15-T318A-GFP al examinar
muestras frescas de hojas agroinfiltradas mediante microscopia confocal (Figura
8). Los analisis ELISA tanto de hojas agroinfiltradas como de hojas superiores a los
6, 14 y 21 dpi no permitieron detectar la proteina p25 de la capsida (datos no
mostrados).

Estos resultados confirman la replicacion de los clones T318A-GPF en hojas
agroinfiltradas de N. benthamiana pero al mismo tiempo indican una clara
incapacidad para el movimiento viral y el avance de la infeccidn, quedando la
sefial de GFP restringida a un pequefio nimero de células. Este hecho sugiere
algun problema en el ensamblaje de los viriones que impediria el movimiento de
éstos célula a célula y en consecuencia, la invasidn sistémica.
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pCLEAN-FL10

pCLEAN-FL15

pCLEAN-p22-FL28

Figura 7: Observacidn en el microscopio estereoscépico de fluorescencia de hojas de N.
benthamiana agroinfiltradas con T36-GFP o con diferentes clones pCLEAN-FLT318A-GFP.
Se aprecia en detalle la distribucién localizada de T318A y la tonalidad amarillenta de los
focos de infeccion mas comunmente asociados a dafo celular que a la sefial GFP, en
comparacion con los nimeros e intensos focos observados para T36-GFP.
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| PpCLEAN-FL10 |

pCLEAN-p22-FL28

Figura 8: Observacion mediante microscopia confocal de secciones frescas de hoja de N.
benthamiana agroinfiltradas con T36-GFP o con los diferentes clones pCLEAN- FLT318A-
GFP portadores del gen gfp. En rojo se aprecia la auto-florescencia de los cloroplastos. Las
imagenes corresponden a muestras tomadas a 12 dpi.

Con el fin de facilitar el proceso de infeccién, y una vez confirmada la capacidad
replicativa de los clones pCLEAN-FL10-T318A-GFP y pCLEAN-FL15-T318A-GFP,
cultivos de A. tumefaciens portadores de estas construcciones se agroinfiltraron
en las mismas condiciones de induccidén y co-infiltracién con p19 en hojas de N.
benthamiana RdRp6i. Esta planta presenta el gen de la RNA polimerasa
dependiente de RNA 6 silenciado y en consecuencia tiene un menor PTGS, por lo
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que la infeccién de T318A podria verse favorecida. A pesar de ello, no se observd
una mejoria significativa en la expresién de fluorescencia analizada mediante
microscopia de fluorescencia o confocal. Asi mismo, para facilitar una posible
infeccidon sistémica minimizando el movimiento célula a célula, dichos clones se
agroinfiltraron directamente en tallos de N. benthamiana RdRp6i y éstos se
examinaron a 7, 14 y 21 dpi para detectar fluorescencia. Aunque ocasionalmente
se observaron sefiales de GFP localizadas, éstas no progresaron con el tiempo
(datos no mostrados).

Para el andlisis de la infectividad de los clones T318A se agroinfiltraron
nuevamente las distintas construcciones tanto en hojas de N. benthamiana wt
como en RdRp6i, usando como controles plantas agroinfiltradas con el clon G11
(pCH20-FLT318A) y con el clon T36-GFP. En cada ensayo se recolectaron porciones
de hojas infiltradas a los 6, 14 y 21 dpi. La replicacién viral se analiz6 mediante
ELISA utilizando extractos brutos y anticuerpos monoclonales especificos para CTV
(datos no mostrados), mediante RT-qPCR (Figura 9) e hibridacion molecular tipo
Northern-blot (Figuras 10a y b).

Alternativamente, para facilitar que el clon T318A-GFP pudiera vencer las
defensas de la planta mas eficientemente, se incorpordé al vector pCLEAN-G181 un
cassette de expresion en cis del supresor del silenciamiento p22 de ToCV. De las
34 colonias obtenidas, 7 presentaron un patrdn de restriccidon Pacl correcto, en 4
de las cuales el cassette estaba orientado en direccion 53" y en las otras 3 en
direccién 3'->5’. A continuacién, se escindié el cassette de expresion de CTV del
clon pCLEAN-FL10-T318A-GFP y se subclond en los vectores pCLEAN-G181-p22 (en
ambas direcciones). En la Figura 4 se han mostrado las diferentes combinaciones
T318A-GFP/cassette p22 convergentes o divergentes de los clones analizados
mediante restriccion con el enzima Pmel. Se analizaron 49 clones pCLEAN-p22-
FLT318A-GFP, de los que 18 presentaron un patrén de restriccién correcto, 11 de
los cuales presentaban los cassettes de expresion de CTV y p22 en orientacion
divergente (Figura 4A) y 7 convergente (Figura 4D). Para comprobar su
infectividad, los 11 clones pCLEAN-p22-FLT318A-GFP divergentes se agro-
infiltraron en hojas de N. benthamiana wt y RdRp6i tras ser transfectados en la
cepa C58C1 de A. tumefaciens, que a su vez contenia el vector pCLEAN-S48. La
infeccidn se analiz6 mediante seguimiento visual de las plantas con microscopio
de fluorescencia durante 30 dpi. De los 11 clones analizados Unicamente el clon
PCLEAN-p22-FL28-T318A-GFP mostré sefial GFP localizada en pequefios grupos
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celulares (Figuras 7 y 8). Extractos de RNAt de hojas infiltradas de N. benthamiana
alos 6, 14 y 21 dpi se analizaron mediante RT-qPCR o hibridacién Northern-blot
(Figuras 9y 10ay b, respectivamente).

A)
. 1] ¢ |
CLONES dpi Media Ct £5.0. o Nede copias viricas
6 33271055 1,63 320x10*
G11 1 26041049 049 5,72x 10
p3y 30,241 0,46 1,78 3,90x102
6 33,374043 129 252x10¢
pCLEAN-FL10 1% 26814043 159 387x10°
pi 3091032 1,05 2,01x10?
6 34534048 14 1,13x10*
pCLEAN-FL15 1 27514034 122 2,14x108
21 3132402 069 141 x10°
6 32,714031 094 3,73x10%
pCLEAN-p22-FL28 | 14 26,2540,02 0,06 4,76 x 10
2 30,66 £ 0,16 0,53 2,21x 102
6 21,7509 133 6,23x10°
T36-GFP 1 17864031 1,74 1,17x10%
21 15,70 £0,27 172 4,58 x 105
B)
CLONES dpi | Mediactsp. " | Nde copias viricas*
6 29,7940,33 109 | 2,86x10?
611 14 20,40+ 0,08 043 290x108
pi 28,28+ 0,46 1,62 1,29x10°
6 30,2240,23 0,75 | 2,27x10
pCLEAN-FL10 14 21,764093 043 1,36x10°
2 29,7240,39 131 5,24 x 102
6 3241037 113 5,56 x 10
pCLEAN-FL1S 14 2197£0,75 0,34 1,19 108
pi 29891013 043 3,96 x 10
6 31,45:041 131 9,41 x10*
PCLEAN-p22-FL28 | 14 20,73£0,20 096 243x105
21 2927043 149 6,36 x 102
6 1935025 131 2,63x10°
T36-GFP 1 1526012 0,76 6,06 x 108
2 12,11£0,13 11 4,96 x 10

Figura 9: Deteccion y cuantificacién absoluta mediante RT-gPCR del nimero de copias de
gRNA por nanogramo de RNAt en hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con los clones
pCLEAN-FLT318A-GFP, pCH20-FLT318A (G11) y T36-GFP a los 6, 14 y 21 dpi. A)
Agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana wt. B) Agroinfiltracion en hojas de N.
benthamiana RdRp6i. ® Media del ciclo umbral (Ct) y desviacion estandar (S.D.) obtenidas
en tres ensayos independientes con cinco réplicas bioldgicas por ensayo. P Coeficiente de
variacién (CV%) entre ensayos. ¢ NUumero de copias de gRNA calculadas a partir de la curva
patron de T318A (Ruiz-Ruiz, et al., 2007).

Los bioensayados del conjunto de clones FL-T318A permitieron confirmar que: a)
todos mostraron una replicacion detectable mediante RT-qPCR a partir de 6 dpi,
pero la cinética de acumulacién de los clones de longitud completa de T318A fue
diferente a la del control T36-GFP (Figura 9, paneles A y B). Mientras que en las
plantas agroinfiltradas con éste ultimo el nUmero de copias de gRNA aumentd
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entre los 6 y 21 dpi, en todas las plantas infiltradas con los clones de T318A el
nuimero de copias de gRNA aumento entre los 6 y los 14 dpi, pero luego descendio
entre los 14 y 21 dpi (Figura 9), llegando a ser practicamente indetectable a los
28dpi (datos no mostrados); b) aunque la acumulacion de gRNA y de los sgRNAs
de p20, p23, p25 y p27 aumentd en las plantas agroinoculadas con pCLEAN-p22-
FL28-T318A-GFP en comparacion con las inoculadas con pCLEAN-FL10-T318A-GFP
y pCLEAN-FL15-T318A-GFP, se continud observando una reduccién de los RNAs
virales entre 14 y 21 dpi. Por tanto, ninguno de los clones pCLEAN supuso una
mejoria significativa frente al clon pCH20-FLT318A (G11) previo y en ningun caso
se obtuvo infeccion sistémica en N. benthamiana tal y como ocurre con el clon
infeccioso T36-GFP.

G11 FL10 FL15 FL28p22 CTV-T36
) J.

P27 —>
p2s —>

P20 —>
p23 —>

Figura 10a: Hibridacion molecular tipo Northern-blot de RNAt de hojas de N.
benthamiana wt agroinfiltradas con los diferentes clones pCLEAN-FLT318A-GFP, pCH20-
FLT318A (G11) y T36-GFP (CTV-T36). Las membranas se hibridaron con una sonda RNA-
DIG de polaridad negativa complementaria del extremo 3" del aislado T318A. Se indican
las posiciones del gRNA y de los sgRNA 3" co-terminales p27, p25, p20y p23.
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G11 FL10 FL15 FL28p22 CTV-T36
i

d 6 14 ;' 5 14 21 6 M 21 6 1 21 6 14 2

gRNA —>

P27 —>
p25 —>

P20 —>
p23 —>

Figura 10b: Hibridacion molecular tipo Northern-blot de RNAt de hojas de N.
benthamiana RdRpé6i. agroinfiltradas con los diferentes clones pCLEAN-FLT318A-GFP,
pCH20-FLT318A (G11) y T36-GFP (CTV-T36). Las membranas se hibridaron con una sonda
RNA-DIG de polaridad negativa complementaria del extremo 3" del aislado T318A. Se
indican las posiciones del gRNA y de los sgRNA 3" co-terminales p27, p25, p20y p23.

4. DISCUSION

La busqueda de motivos de secuencia responsables de la patogenicidad de CTV,
hace necesario disponer de un sistema genético eficiente basado en clones de
cDNA de aislados que produzcan los distintos sintomas. La disponibilidad de un
sistema genético manipulable para CTV ha resultado mas dificil que para otros
virus de plantas debido a factores como: el gran tamarfio de su genoma (19.3 kb),
la toxicidad de algunas regiones del mismo que dificultan el mantenimiento y
manipulacion de los clones de cDNA en células bacterianas, asi como la restringida
gama de huéspedes del virus y su distribucion limitada al floema, que no permiten
disponer de un sistema experimental sencillo para los bioensayos.

Al inicio de esta memoria se disponia de un clon infeccioso del aislado T36 de
Florida que induce los sindromes de decaimiento y SY pero sélo produce SP en
huéspedes muy sensibles como LM o C. macrophylla Wester (Satyanarayana et al.,
1999, 2001). Sin embargo, para identificar los genes de CTV implicados en la
induccion de SP en ND o pomelo era conveniente disponer de un clon infeccioso
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gue indujese estos sintomas, como el aislado espafiol T318A, del cual se disponia
de minireplicones y una serie de clones de cDNA de longitud completa capaces de
replicarse localmente en hojas del huésped experimental N. benthamiana, pero
incapaces de inducir infeccion sistémica (Ruiz-Ruiz, 2009; Ambrods et al., 2013).
Estos clones se expresaban bajo la accién del promotor 35S de CaMV en un vector
binario de bajo nimero de copias (pCH20) directamente en hojas de planta, en las
qgue se observé cdémo la acumulacidon de gRNA viral y sgRNAs aumentaba hasta
alcanzar un maximo aproximadamente a los 14 dpi, para luego ir disminuyendo y
hacerse practicamente indetectable a los 28 dpi. Estos resultados indicaban que el
clon infeccioso del aislado de T318A, capaz de replicarse en hojas agroinfiltradas,
no producia infeccidon sistémica en este huésped experimental, lo que sugeria
algun error en los clones de cDNA de T318A que limitara su infectividad o bien la
imposibilidad del propio aislado de moverse e infectar sistémicamente este
huésped. En este trabajo se re-secuencié mas de la mitad del genoma del clon de
pCH20-FLT318A con mayor eficiencia replicativa (G11) y se observaron varias
mutaciones que implicaban cambios aminoacidicos en la secuencia de la CPm.

Para comprobar si la incapacidad del clon pCH20-FLT318A original para invadir
sistémicamente el huésped experimental N. benthamiana era debida a estas
mutaciones, se obtuvo un nuevo clon con las mutaciones de p27 restauradas al
que se le insertd el gen marcador gfp y poder seguir con mayor facilidad la
multiplicacidn y movimiento del virus dentro de la planta. Por otra parte, para
facilitar el manejo en el laboratorio de vectores de gran tamafio como pCH20, se
ensayo la subclonacion de los cassettes de expresion de T318A-GFP en un vector
mas pequefio, el pCLEAN-G181. Finalmente, para aumentar la eficiencia de la
agroinoculacién, tal como se habia descrito previamente con éxito para el clon
infeccioso de T36 (Ambros el al., 2011), se introdujo en este vector un cassette de
expresion en cis para el supresor de silenciamiento p22 de ToCV y posteriormente
se subclond el cassette de expresion de T318A-GFP. De este modo, se aseguraba
gue la misma célula co-expresara ambas construcciones.

Se ensayd la agroinfectividad de todos los clones resultantes en hojas de N.
benthamiana, tanto del genotipo wt como de RdRp6i. Las plantas de N.
benthamiana agroinoculadas con los clones pCLEAN-FLT318A-GFP y pCLEAN-p22-
FLT318A-GFP mostraron fluorescencia en las hojas agroinfiltradas, siendo ésta
ligeramente superior en las hojas inoculadas con el clon pCLEAN-p22-FLT318A-
GFP. Sin embargo, esta sefial de fluorescencia era débil y estaba limitada a una o
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escasas células, lo que sugiere la incapacidad de estos clones de T318A para
moverse célula a célula. Los diversos clones pCLEAN-FLT318A-GFP ensayados y los
controles G11 (original de T318A) y T36 presentaron replicacién en hojas de N.
benthamiana detectable mediante hibridacién Northern-blot y RT-qPCR, si bien la
cinética de acumulacion del RNA viral fue diferente para los aislados T318A y T36.
En el caso del clon de T36-GFP tanto el gRNA como la expresidon de los diferentes
sgRNAs fue detectable a partir de 6 dpi y aumentd hasta dar lugar a una infeccion
sistémica a las 4-6 semanas. Por el contrario, con los clones de T318A, aunque el
gRNA y los sgRNAs fueron detectables a partir del 6 dpi, la acumulacién maxima
ocurrié a los 14 dpi pero luego disminuyd hasta ser practicamente indetectable
tras 21 dpi. Ademads, aunque la hibridacidon Northern-blot mostré la expresiéon del
sgRNA p25 en hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con los clones T36 o
T318A, los andlisis ELISA para detectar la CP fueron siempre positivos para los
primeros y negativos para los segundos.

Estos resultados sugieren que las plantas infectadas con los clones T318A
disefiados en este trabajo son capaces de transcribirse en el nucleo celular,
transportar el RNA transcrito al citoplasma y una vez alli, expresar la replicasa viral
y producir nuevas copias del gRNA y los sgRNAs. La disminucidn progresiva de los
RNAs virales del clon T318A a partir de 14 dpi podria ser debida a una expresién o
procesamiento inadecuados de algunas proteinas estructurales del virus que
impediria el correcto ensamblaje de los viriones, que es fundamental para el
movimiento de los closterovirus. En consecuencia, el gRNA se acumularia hasta
alcanzar una concentracidn umbral que desencadenaria las defensas de la planta
y su degradacion mediante PTGS. A favor de esta hipdtesis esta el hecho de que
en plantas inoculadas con el clon T36-GFP la CP fue detectada mediante ELISA,
mientras que esto no ocurrié en las plantas inoculadas con los clones de T318A, a
pesar de que en ambos casos se detecté el sgRNA de la cdpsida mediante
Northern-blot. Resultados similares se encontraron en estudios realizados con el
virus del arrugado del nabo (Turnip crinkle virus, TCV), donde se observé una
disminucién en la acumulacion del gRNA viral de mutantes que presentaban la
secuencia de la CP truncada respecto al virus salvaje (Wang and Simon 1997), o en
el virus del manchado foliar de los citricos (Citrus leaf blotch virus , CLBV), donde
mutantes que no expresaban la CP presentaban un perfil de acumulacién del virus
idéntico al observado con los clones de T318A estudiados en este capitulo
(Renovell et al., 2010).
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En el virus de la mancha anular clordtica del hibisco (Hibiscus chlorotic ringspot
virus, HCRSV), miembro de la familia Tombusviridae, que al igual que CTV tienen
dos proteinas de la capsida (p27 y p25), se ha descrito que la proteina mayoritaria
p25 no es necesaria para la replicacidon del RNA viral mientras que si lo es para el
movimiento célula a célula y el correcto ensamblaje de los viriones, esencial para
el movimiento a larga distancia (Shengniao Niu et al., 2014). De igual modo, la CP
del virus de moteado del pasto ovillo (Cocksfoot mottle virus, CEMV), miembro de
la familia Sobemovirus, también con RNA de cadena positiva, actia como supresor
del silenciamiento y esta relacionada con el movimiento célula a célula (Olspert et
al., 2014). Ademas, su localizacién subcelular puede verse alterada en ausencia de
otras proteinas virales. Asi, cuando dicha CP se expresa independientemente del
resto del genoma viral, tiende a localizarse en el nucleo (Olspert et al., 2010),
mientras que, expresada con otras proteinas virales se localiza en el citoplasma
(Olspert et al., 2014). En la tesis doctoral desarrollada por el Dr. Josep Navarro
Lépez (datos no publicados) se estudid la localizacion subcelular de la CP de los
aislados de CTV T36 y T318A mediante expresién heterdloga en hojas de N.
benthamiana y se observé que mientras la p25 de T36 se localiza en el nucleo
celular del huésped, la p25 de T318A presenta una secuencia NES y se localiza en
el citoplasma. Esta localizacidn diferencial sugiere que la CP de T318A pudiera
interaccionar con alguna/s proteina/s del huésped de forma diferencial a la del
aislado T36 y que éstas interacciones podrian interferir o bloquear el proceso de
infeccidn. Partiendo de esta idea, en experimentos adicionales realizados en el
desarrollo de esta memoria, se co-expreso en trans la proteina p25 de T36 junto a
los clones pCLEAN-FLT318A-GFP en plantas de N. benthamiana RdRpé6i. Sin
embargo, la observacion de fluorescencia en las hojas agroinfiltradas y el andlisis
ELISA no mostrd ninguna mejora en el proceso de infeccidn.

Por otra parte, no se puede descartar la posibilidad de que el clon T318A, al
contrario que T36, pudiera presentar una interaccidon incompatible entre el virus y
el huésped experimental N. benthamiana. Para la multiplicaciéon y el movimiento
del virus dentro de la planta es necesario la interaccidon de las proteinas virales
con diferentes componentes celulares del huésped, permitiendo que una
infeccidn sea compatible o incompatible. En estudios realizados anteriormente se
comprobé que los viriones de los aislados T36 y T318A, pero no los de T385, se
replicaban en protoplastos de N. benthamiana con una eficiencia similar (Ruiz-
Ruiz, 2009; Ambrés et al., 2013), a pesar de que las ORFs 1b (que codifica para la
RNA polimerasa) de T36 y T385 presentan una identidad de secuencia superior al
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91% vy la de los aislados T36 y T318A sdlo del 77%. Se ha descrito que la
interaccion entre proteinas relacionadas con el movimiento de CTV y proteinas
del huésped pueden diferir y dependen tanto del aislado viral como del huésped
(Harper et al., 2014 y Tatineni et al., 2011).

La falta de movimiento de T318A en N. benthamiana supone una grave
complicacién en el estudio de los determinantes de patogenicidad del sindrome
de SP, ya que imposibilita la utilizacién de este sistema genético como medio para
generar suficientes viriones con los que inocular mecanicamente citricos vy
abordar estudios de genética reversa. No obstante, una aproximacion alternativa
para analizar los posibles determinantes de patogenicidad de CTV y su implicaciéon
en los mecanismos de defensa de la planta seria el desarrollo de clones hibridos
entre los aislados T36 y T318A, asi como el estudio protedmico de la interacciéon
de las distintas proteinas virales de estos aislados con proteinas de N.
benthamiana y de los huéspedes naturales. Esta ultima aproximacién se ha
llevado a cabo en el siguiente capitulo de la presente memoria.
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1. INTRODUCCION

Los virus son pardsitos obligados del huésped y como tales dependen de la
maquinaria celular de éste para completar su ciclo bioldgico. Para llevar a cabo
con éxito el proceso de infeccién se han de dar una serie de interacciones
compatibles entre el huésped vy el virus. La infeccién es un proceso con multiples
etapas que incluye la entrada del virus en la planta, la expresién y replicacién del
genoma viral y el movimiento del virus célula a célula y a larga distancia a través
del sistema vascular. En el curso de estos procesos se inducen en la planta
cambios morfolégicos, citolégicos y fisioldgicos que dan lugar a los sintomas
caracteristicos de cada infecciéon (Gandia et al., 2007). Durante este proceso, las
plantas se protegen frente a la infeccidn viral mediante diferentes mecanismos de
defensa, entre los que se encuentran la respuesta inmune innata, la HR, la
activacion de los genes R, la activacion de las rutas mediadas por hormonas como
el AS, AlJ, ABA o ET, asi como el PGTS, entre otras. Por otro lado, los virus han
evolucionado desarrollando mecanismos de contra-defensa capaces de minimizar
las defensas de la planta para tener éxito en el proceso de infeccién. Estas
interacciones generan la sintomatologia caracteristica de la enfermedad, que en
ocasiones puede ser especifica para diferentes aislados virales.

El desarrollo en los ultimos afios de la protedmica ha permitido estudiar la
compleja interaccion huésped-patogeno. Los virus de plantas constituyen un
excelente modelo para el estudio de estas interacciones ya que presentan una
alta dependencia del metabolismo celular para llevar a cabo su multiplicacion y
movimiento en los tejidos del huésped. Los virus han evolucionado para
empaquetar la mayor informacién funcional posible en un genoma pequefio, lo
gue ha facilitado la aparicién de proteinas virales multifuncionales que presentan
diferentes dominios y permiten al virus establecer una compleja red de
conexiones con el proteoma del huésped.

Los estudios de la interaccion de CTV con la planta son especialmente complejos
debido a: i) la estricta limitacién del virus al floema de la planta, ii) la lentitud de
su ciclo de infeccién en plantas lefiosas o iii) la diversidad de los sintomas
inducidos dependiendo de las combinaciones entre patotipos de CTV vy las
especies, variedades o combinaciones injerto/patrén infectadas (Moreno et al.,
2008; Dawson et al., 2015).
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Diversos trabajos han demostrado la implicacién de la proteina p23 como
determinante de patogenicidad de CTV (Lépez et al. 2000; Satyanarayana et al.,
2002; Lu et al., 2004; Ruiz-Ruiz et al., 2013; Ghorbel et al., 2001; Fagoaga et al.,
2005; Flores et al., 2013; Soler et al., 2015; Albiach-Marti et al., 2010). De igual
modo, se ha descrito que las proteinas p13, p18 y p33 de CTV, que son necesarias
para la infeccién sistémica de algunas especies de citricos pero no de otras
(Tatineni et al., 2008, 2011) y estan relacionadas con los sintomas de SP, si bien la
intensidad de este sintoma resulta de un balance en la expresion de las mismas y
del aislado al que pertenecen (Tatineni and Dawson, 2012; Dawson et al., 2015).
En la actualidad, los determinantes del sindrome de tristeza se desconocen.

Las proteinas p20 y p25 actian como supresores del PTGS a corta y/o a larga
distancia, respectivamente (Lu et al., 2004). En la tesis doctoral del Dr. Josep
Navarro Lépez (2017, datos no publicados) se estudié la localizacidn subcelular de
las proteinas p20 y p25 de los aislados T318A y T36 en N. benthamiana, asi como
en diversas especies de citricos, no encontrando diferencias entre el huésped
experimental y los huéspedes naturales. Al estudiar la localizacién de p20 se
observd su presencia en agregados peri-nucleares y nucleares, que no co-
localizaban con marcadores nucleolares o de los cuerpos de Cajal. Estos agregados
se asemejan a manchas nucleares descritas como cuerpos nucleares donde se
acumulan factores implicados en el complejo de maduracién de los RNAs,
denominadas spliceosoma. Trabajos previos realizados por Gowda vy
colaboradores (2000) mostraron que p20 presenta una gran afinidad consigo
misma y se acumula en las inclusiones amorfas que se observan en células
infectadas de citricos.

Por el contrario, la localizacidon subcelular observada para p25 diferia entre los
aislados T318A y T36. Mientras la proteina p25-T36 se localizd en el nucleo
celular, p25-T318A lo hizo en el citoplasma. Estos hallazgos sugieren que ambas
proteinas pueden estar implicadas en procesos cruciales en la regulacion de la
infeccidn viral y que, al menos en el caso de p25, su accién en N. benthamiana
puede diferir entre aislados de CTV (Navarro-Lépez et al., 2011).

En los ultimos afios se han realizado los primeros estudios proteémicos de citricos
en respuesta a la infeccidén cursada por CTV. En ellos se ha estudiado la respuesta
molecular a la infeccidon en combinaciones injerto/patrén tolerantes o sensibles al
decaimiento por CTV (Laino et al, 2016) y en ND de semilla, asi como las
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diferencias en la expresion de proteinas del ND dependiendo del patotipo de CTV
(Fu et al.,, 2016). Estos estudios revelan que: i) en las plantas tolerantes se
produce menos acumulacién de las proteinas involucradas en el metabolismo
energético, la respuesta al estrés oxidativo, la homeostasis celular y la defensa
qgue en las plantas sensibles, en las que se observa una sobre-acumulacién de
proteinas relacionadas con el estrés bidtico, el crecimiento vegetativo y el dafo
en tejidos floematicos. Asi, en combinaciones sensibles se observé un aumento en
la expresidn de proteinas relacionadas con la defensa de la planta y el estrés
oxidativo, la ruta del ABA, la quitinasa o la proteina de choque térmico 19 (Heat
shock protein 19, HSP19), ii) la tolerancia a la infeccion por CTV en plantas de
semilla puede estar asociada a una represidn parcial de la respuesta inmune por
parte de la planta vy iii) esta respuesta es especifica de patotipos de CTV. Estos
estudios muestran las rutas metabdlicas y proteinas del huésped que alteran su
expresiéon como respuesta a la infeccidon viral. Sin embargo, no muestran en
detalle qué proteinas de la planta interaccionan especificamente con las proteinas
de CTV, necesarias para completar su ciclo biolégico y en su caso, inducir los
sintomas caracteristicos.

N. benthamiana es un huésped experimental susceptible para un gran nimero de
patégenos, entre los que encontramos bacterias, hongos y virus (Carmo et al.,
2013). A pesar que el uUnico huésped natural de CTV son los citricos, la
agroinoculacién de plantas de N. benthamiana con el clon infeccioso T36-GFP dio
lugar a una infeccién sistémica y a la formacion de viriones normales, que tras ser
inoculados en plantas de citricos reprodujeron los sintomas caracteristicos del
aislado T36 original (Ambrds et al., 2011, 2013). Sin embargo, la agroinoculacion
de clones infecciosos del aislado virulento T318A, a pesar de ser capaces de
replicarse en protoplastos de N. benthamiana, no produjo infeccién sistémica y la
infeccidon quedd reducida a células aisladas o a pequefios grupos celulares de las
hojas agroinfiltradas (véase capitulo 1 de esta tesis y Ruiz-Ruiz, 2009). Una de las
posibles causas de esta falta de infeccidén sistémica puede ser la interaccién
diferencial entre proteinas de la planta y CTV en etapas tempranas de los
procesos de infeccién de T36 o de T318A, responsables de determinar una
interaccion compatible o incompatible. Este hecho, sumado al comportamiento
diferencial de diversos aislados de CTV observado en protoplastos (Harper et al.,
2014; Tatineni et al., 2011), hacen de N. benthamiana un huésped idéneo para el
estudio de la interaccidn entre las proteinas de CTV y las de la planta.
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Por ello, el objetivo de este capitulo es el estudio de las interacciones
diferenciales de dos proteinas supresoras importantes de CTV (p20 y p25), de
aislados patogénicamente diferentes (T36 y T318A), con el proteoma de N.
benthamiana mediante un enfoque protedmico de alto rendimiento. Esta
investigacion es necesaria para comprender la funcidn de las proteinas p20 y p25
in planta y su posible implicacion en la sintomatologia inducida por cada aislado.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion e identificacion de los complejos proteicos N. benthamiana-
p20-CTV

2.1.1. Fusion de la proteina p20 de los aislados T36 y T318A con la
etiqueta One-STrEP-tag

La etiqueta One-STrEP-tag (IBA Lifesciences) se fusiond a la proteina p20 de los
aislados T36 y T318A. Esta etiqueta esta constituida por un péptido de ocho
aminoacidos (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys) que simula a la h-biotina. Para
realizar la fusidn en el extremo C-terminal de p20, su ORF se amplificé por PCR a
partir de las secuencias gendmicas correspondientes de los clones de cDNA de
longitud completa de los aislados T36 (Satyanarayana et al., 2001) y T318A (Ruiz-
Ruiz, 2009) utilizando los cebadores p20T36D-p20T36R o p20T318AD-p20T318AR
(Tabla 1), respectivamente, y usando condiciones similares a las descritas en otras
secciones. Los productos obtenidos quedaron flanqueados por los puntos de
restriccion Pagl-Nhel y tras su digestién con dichas enzimas se clonaron en el
vector pBluescript Il SK+ (pBS) (Sambrook et al., 1989), a su vez digerido con las
mismas enzimas, obteniendo las construcciones pBS-p20-T36 y pBS-p20-T318A. La
etiqueta One-STrEP-Tag se escindid por restriccién a partir del vector pBS-p25-
T36-tag (cedido por el Dr. Josep Navarro Lopez). Debido a la presencia de un sitio
Afel en la secuencia de p20 de T36, no presente en la p20 de T318A, se siguieron
dos estrategias distintas dependiendo del aislado. La obtencidn de la construccion
pBS-p20-T318A-tag se realizd mediante digestion del vector pBS-p25-T36-tag con
las enzimas Nhel-Afel para liberar la etiqueta One-STrEP-Tag y su posterior
ligacidon en el vector pBS-p20-T318A, digerido con las mismas enzimas. En cambio,
la construccion pBS-p20-T36-tag se obtuvo mediante la digestion Nhel-BamH] del
vector pBS-p25-T36-tag y ligacidn posterior de la etiqueta en el clon p20-T36-pBS,
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previamente digerido con las mismas enzimas. Los cassettes de las proteinas
fusionadas se liberaron digiriendo con Hindlll y se clonaron en el vector binario
pMOG (Knoester et al, 1998), previamente digerido con Hindlll. Las
construcciones pMOG-p20-T36-tag y pMOG-p20-T318A-tag se transformaron en
células competentes de Agrobacterium tumefaciens C58C1 (apartado 2.3.1.
material y métodos, Capitulo 1).

2.1.2. Agroinfiltracion de N. benthamiana y purificacion de complejos
proteicos N. benthamiana-p20 CTV

Bacterias de A. tumefaciens C58C1 portadoras de las construcciones pMOG-p20-
T36-tag, pMOG-p20-T318A-tag o del vector pMOG-tag vacio, se cultivaron a 28°C
toda la noche en LB suplementado con 100 pg/ml de kanamicina y 50 pg/ml de
rifampicina. Los cultivos bacterianos ajustados a una DOgoonm de 0,5 tal como se ha
indicado previamente (Material y métodos, Capitulo 1) se infiltraron en hojas de
N. benthamiana de 3 semanas de edad utilizando 7 plantas por clon.

Tres dias después de la agroinfiltracion se recolectaron las hojas infiltradas, se
mezclaron las de cada clon y se tomaron 15 g de material vegetal por clon.

El material vegetal se pulverizé con N; liquido, se homogeneizd con 45 ml de
tampdn de extraccion (100 mM Tris—HCI, pH 8.0, 150 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10
mM dithiothreitol DTT, 1 mM EDTA, 1 % Nonidet P-40) y se aifadié un inhibidor de
proteasas (Complete, Roche Life Science). La mezcla fue centrifugada a 12,000xg
durante 15 min a 4°C y el sobrenadante fue transferido a nuevos tubos vy
ultracentrifugado, en esta ocasion, a 95,000xg durante 30 min a 4°C. Finalmente,
el sobrenadante del extracto vegetal fue inyectado en el sistema de cromatografia
liquida AKTA Prime Plus (GE Healthcare, UK), que contiene una matriz Strep-Tactin
(estreptavidina) con alta afinidad para unir biotina (One-STrEP-tag). Las muestras
se lavaron con tampdn de extraccion y los complejos unidos especificamente se
eluyeron mediante la adicion de 20 ml de tampdn de extraccion mas 10 mM D-
desthiobiotina (competidor especifico de la biotina).

De cada clon se recolectaron 14 fracciones de 1 ml y pequeiias alicuotas de éstas
se separaron mediante electroforesis en gel SDS-PAGE (12.5 % acrilamida, 0.05 %
SDS) y se analizaron mediante Western blot utilizando el anticuerpo anti-STrEP-tag
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(StrepMAB Classic-HRP, IBA). Para ello, tras la electroforesis, se realizd una
transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF (GE Healthcare)
mediante el empleo de un equipo de electrotransferencia (Unidad de
transferencia semi-seca, VWR) con el tampdn correspondiente (25 mM Tris y 192
mM glicina), durante 1 h a intensidad constante (1 mA/cm2 de membrana). La
membrana se bloqued con tampdn bloqueante (5% leche desnatada, 10 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 154 mM NaCl y 0.1% Nonidet P40) en agitacién durante 1 h a
temperatura ambiente y se incubd con una dilucion 1:10000 del anticuerpo Strep-
Tactin-HRP en el mismo tampdn de bloqueo. Se realizaron diversos lavados con
tampon de lavado (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 154 mM NacCl y 0.1% Nonidet P40) y
finalmente, las proteinas se detectaron con el kit “ECL Western Blotting Detection
Reagents” (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. De las 14
fracciones analizadas se seleccionaron las fracciones de la 5 a la 13, se juntarony
precipitaron mediante la adicién de 12,5 % 4dcido tricloroacético y 10 mM
ditiotreitol (DTT), para finalmente, re-suspenderse en 30 pl de agua junto a 15 ul
de tampdén de carga y analizarse posteriormente mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas en tandem (LC/MS-MS).

ATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAATGA D 1pb - 26pb?
TACACGCAAGATGGAGAGACTAAATTA R 521pb - 548pb?
ATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAAC D 1pb - 24pb°
TACACGCATAAGGAGAAACTAAATT R 522pb - 548pb°
CATGGAGGCCGAATTCATGGACGACGAAACAAAG D 1pb - 17pb*
GCAGGTCGACGGATCCTCAACGTGTGTTGAATTTC R 652pb - 669pb*
CATGGAGGCCGAATTCATGCGAGCTTACTTTAG D 1pb - 19pb*®
GCAGGTCGACGGATCCCTACACGCATGAAGGAG R 529pb - 548pb™
GGAGGCCAGTGAATTCATGGTGCGGAAGAAGAG D 1pb - 17pb?
GAGCTCGATGGATCCCACAATAAAACATAACCCTCTTAAC R 3128pb - 3153pb*
GGAGGCCAGTGAATTCATGGCTGAAGAAGATAAG D 1pb - 18pb®
GAGCTCGATGGATCCCTTAACAAAAGAACATGGAACTGG R 433pb - 457pb®
GGAGGCCAGTGAATTCATGGGGATCACTGATAC D 1pb - 17pb’
GAGCTCGATGGATCCCCTGCGGTTGCGTCTCAC R 429pb - 457pb’
CATGGAGGCCGAATTCTCTTTCGGTTCCTTAAACTTACACATCG D 75pb - 103pb®
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GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAATG D 1pb - 26pb°
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACACGCAAGATGGAGAGACTAAA R 525pb - 548pb°
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAACG D 1pb - 24pb®
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACACGCATGAAGGAGAAACTAAA R 525pb - 548pb”
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAA D 1pb - 29pb*
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAACGTGTGTTGAATTTCCCAAGCTGCCTG R 641pb - 669pb!
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAG D 1pb - 27pb®
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAACGTGTGTTAAATTTCCCAAGCTGCCTG R 641pb - 669pb?
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGGTGCGGAAGAAGAGGAC D 1pb - 21pb?
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATAAAACATAACCCTCTTAACATTC R 3131pb - 3153pb”
TTAACAAAAGAACATGGAACTGGAAACTTT R Flanqueante 3’ ORF®
ATGGCTGAAGAAGATCCGAATGGAGCAGCAGAAG D 1pb - 34pb®
ACAAAAGAACATGGAACAGGAAACTTTTTCCTCGAGCTTCGGAAGCTGGGGAACG R Flanqueante 3"
ORFe

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGGCTGAAGAAGATAAGAATGGAGCA D 1pb - 28pb®

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAACAAAAGAACATGGAACTGGAAAC R 2689pb -2717pbe
AAAAAGAGAGGAGGGGGGTTGAATATGG R Flanqueante 3°
ORFf
TTAAATTGGAAGTTGATTTG C D Flanqueante 5
ORFf
TCAACATACAACTCTGAGAGCC R Flanqueante 3°
ORFf
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGGGGATTACTGATATGGTACA D 1pb - 23pbf
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTGCGGTTGCGTCTCACATA R 437pb - 457pbf

Tablal: Secuencia y posiciones nucleotidicas de los cebadores utilizados para llevar a
cabo las diversas construcciones. Se indica en rojo el coddon de inicio de cada gen,
subrayado las secuencias attb recombinantes con el plasmido pGBKT7-BD (Clontech),
subrayado y en cursiva las secuencias attb recombinantes con el vector pGADT7-AD
(Clontech), en negrita las secuencias attb recombinantes con el plasmido pSPYNE y en
negrita y cursiva las secuencias attb recombinantes con el vector pSPYCE. D y R indican el
sentido directo o reverso de cada secuencia de cebadores, respectivamente. .

2. Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia gendmica de p20 del aislado CTV T36
(GenBank AY170468).

b, Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia gendmica de p20 del aislado CTV T318A
(GenBank DQ151548).
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¢, Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia genédmica de p25 de ambos aislados.
p25 de T36 (GenBank AY170468) y  p25 de T318A (GenBank DQ151548).

d. Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia gendémica de AGO1 (GenBank

DQ321488.1)

€. Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia gendmica de AGO4 (GenBank
DQ321491.1).

f. Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia genémica la tioredoxina h-9 (TRX-H9)
(NCBI Reference Sequence: XM_019375804.1).

8. Posiciones nucleotidicas relativas a la secuencia gendmica de p25 de ambos aislados que
hacen referencia al cebador directo utilizado en la construccién de los clones en doble
hibrido, donde ambas proteinas p25 carecen de los 26 primeros aminoacidos.

2.2. Identificacion y andlisis bioinformatico de los complejos proteicos N.
benthamiana-p20

2.2.1. Analisis molecular

Los complejos proteicos purificados mediante cromatografia de afinidad
procedentes de N. benthamiana, se separaron por electroforesis en un gel SDS-
PAGE (12.5 % acrilamida, 0.05 % SDS) que se tifié con azul de Coomassie. Las
bandas proteicas resultantes se cortaron y digirieron con tripsina sequencing-
grade (Promega), se eluyeron y analizaron por LC/MS-MS. Para ello, se cargaron 5
ul de cada muestra peptidica en una columna de cromatografia (NanoLC column,
3 u 567 C18-CL, 100 pmx 15 cm; Nikkyo) desalada con 0,1 % &cido trifluoroacético
(TFA) y equilibrada con 5 % acetonitrilo (ACN) y 0,1 % acido férmico (FA). La
elucién de las muestras se realizé mediante un gradiente lineal del 5 al 40% de
ACN mas 0,1 % FA. Los péptidos obtenidos se analizaron en un espectrémetro de
masas nanoESI qQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX) en el servicio de espectrometria
de la Universidad de Valencia.
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2.2.2. Analisis bioinformatico

Este andlisis se realizé en colaboracion con el Dr. Guillermo Rodrigo (IBMCP,
C.S.1.C., Valencia). Para identificar las proteinas se utilizaron los programas Protein
Pilot v4.5 (ABSciex) y Mascot v2.2 (Matrix Science). Se obtuvieron tres listados de
proteinas, uno para cada muestra de p20 (p20-T36 o p20-T318A) y otra para el
control de pMOG. Cada proteina identificada en los listados tiene un nimero de
acceso Mascot y un indice de abundancia o emPAl (Ishima et al., 2005). Para filtrar
los listados se aplicé el valor diferencial de AemPAI > 0.1.

Posteriormente, las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias
ortélogas de la base de datos de A. thaliana, cuya funcidén es conocida, utilizando
la herramienta bioinformatica Biophyton (Cock et al., 2009). Se relaciond el
numero de acceso Mascot de los listados proteicos con el identificador Genlnfo
(Gl) de la base de datos The Arabidopsis Information Resource v10 (TAIR
https://www.arabidopsis.org/) y se obtuvo la secuencia de aminoacidos
correspondiente a cada wvalor Gl en la base de datos NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Luego se realizd el alineamiento (e-valor

<0,0001) de secuencias con la base de datos Alignment Search Tool local (BLAST,
https://blast.ncbi. nlm.nih.gov/Blast.cgi.) (Altschul et al., 1990), identificandose el
gen ortélogo de A. thaliana.

Esta misma estrategia (Figura 1) fue realizada previamente por el Dr. Josep
Navarro Ldépez (2017), quién obtuvo listados similares tras purificar complejos
proteicos de N. benthamiana al agroinfiltrar plantas con la p25 de los aislados T36
y T318A. Estos listados fueron empleados en la presente tesis para anarlizarlos
comparativamente con los de p20.

Para la clasificaciéon funcional y estructural de las proteinas del huésped con
posible interaccidon con p20-T36, p20-T318A, p25-T36 o p25-T318A se utilizé la
base de datos agriGO (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/) (Du et al., 2010). Luego
se agruparon en médulos metabdlicos de la planta mediante el programa REVIGO

(http://revigo.irb.hr/) (Supek et al., 2011), en el cual los datos se evaluaron

mediante una prueba exacta de Fisher (tablas de contingencia 2x2) con una
correccidon de multiples ensayos utilizando el test Benjamini-Hochberg FDR (Pvalor
<0,05).
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Los resultados de los analisis se representaron en diagramas de Venn, indicando el
numero de proteinas del huésped coincidentes que potencialmente
interaccionarian con las proteinas p20 y/o p25 de los aislados de CTV T36 y/o
T318A e identificandolas. Las proteinas de la planta identificadas se agruparon en
listados funcionales segln su posible interaccidon con una o varias proteinas de
CTV, sefalando las diferencias entre las p20 y p25 de los aislados T36 y T318A
(Anexo: Tablas 1-15).

Se realizé un analisis computacional de los listados proteicos de N. benthamiana
utilizando el interactoma de A. thaliana. El cual, cubre alrededor de 8.000
proteinas de interaccién experimentalmente contrastada (Chatr-Aryamontri et al.,
2015). Mediante el empleo de la herramienta bioinformatica Cytoscape
(http://www.cytoscape.org/) (Shannon et al, 2003), se analizaron diferentes
propiedades topoldgicas (Figura 2) para cada red de interaccion entre el
interactoma de A. thaliana y cada una de las proteinas de CTV. Estas propiedades
incluian los siguientes parametros: i) Grado de conectividad (K); ii) Longitud
promedio del camino corto (l); iii) Centralidad (b) y iv) Coeficiente de

agrupamiento o clusterizacién (c). Los valores obtenidos se analizaron
estadisticamente mediante el Mann-Whitney U-test (P <0,05). Este test
estadistico comparé la distribucién resultante en cada lista de proteinas problema
respecto a la distribucién de todo el interactoma de A. thaliana, o respecto a una
lista de proteinas efectoras aleatoria, para cada uno de los parametros
estudiados. El andlisis computacional se realiz6 empleando el software MATLAB
(The MathWorks).
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Figura 1: Esquema del proceso de purificacion de los complejos proteicos CTV-planta. A) Esquema de la organizacién genémica de CTV
donde se indican los tres genes supresores del silenciamiento mediado por RNA. B) Etapas en la fusion de la etiqueta One-STrEP-tag y las
proteinas p20 y p25 de CTV. C) Agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana para la expresion transitoria de las proteinas fusionadas. D)
Esquema de la purificacién de los complejos proteicos CTV-planta mediante cromatografia de afinidad. E) Analisis electroforético de las

proteinas eluidas (Mock: control negativo). F) Identificacion mediante LC/MS-MS. G) Analisis bioinformaético.
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Figura 2: Representacidn descriptiva de los indices topoldgicos analizados en el estudio

del interactoma de A. thaliana con las proteinas de CTV. K: ejemplo de conectividad de la
proteina A (proteina diana de la planta) que interactda con la proteina de CTV. I: ejemplo
de la longitud promedio del camino mas corto, existiendo dos caminos alternativos entre
las proteinas de la planta A (proteina de A. thaliana con la que interactia CTV) y G, se
toma el valor del camino que menos proteinas intermediarias implica para incidir sobre la
proteina G. En el ejemplo se describen dos caminos, uno directo entre A y G y otro que
pasa por la participacion de las proteinas E y F. d: La centralidad de las proteinas que
interactan con CTV marca el grado de implicacion con multiples o escasas rutas de la
planta y c: El coeficiente de agrupamiento mide cémo de conectadas estan entre si la
proteina diana (A) y las proteinas de la planta con las que ésta interactia. A) Ejemplo de
como la proteina del huésped diana A esta conectada con 4 proteinas mas de la planta,
incidiendo sobre cuatro posibles rutas metabdlicas diferentes. B) Ejemplo de cdmo la
proteina A esta conectada con 4 proteinas mas de la planta, que a su vez estan conectadas
entre si, sugiriendo que las rutas que activa la proteina de CTV al interactuar con la
proteina A del huésped estan relacionadas entre si.
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Finalmente, se realizaron graficos de dispersion utilizando el indice de
abundancia emPAl y se seleccionaron algunas proteinas de N. benthamiana para
realizar estudios de interaccion directa. Estos andlisis se llevaron a cabo mediante
doble hibrido en levadura y ensayo de complementacion bimolecular por
fluorescencia (BIFC) in planta.

2.3. Estudio de la interaccion directa entre proteinas de N. benthamiana y
las proteinas p20 y p25 de los aislados T36 y T318A de CTV

2.3.1. Andlisis de interacciones proteinas CTV-proteinas del huésped
mediante la técnica de doble hibrido en levadura

La construccion de dobles hibridos en levadura se realizd en colaboracién con el
Dr. Fernando Martinez (IBMCP, C.S.1.C, Valencia). Los cDNA de las proteinas virales
p20 vy p25, de los aislados T36 y T318A, se amplificaron con los cebadores F63-F64
(p20) o F61-F62 (p25) (Tabla 1) respectivamente, utilizando como molde
construcciones previas disponibles en el vector pDONR 207. En la reaccién de PCR,
realizada de forma similar a lo descrito en otros apartados, se incorporaron las
secuencias attb para la recombinacion en el vector pGBKT7-BD (Clontech),
utilizando la enzima In-Fusion® HD Cloning (Clontech). Asi, las proteinas de CTV
guedaron fusionadas al factor de unidon de DNA GAL4 (BD) del vector pGBKT7-BD.
Los clones resultantes se transformaron en células competentes de S. cerevisiae
cepa Y2H Gold mediante choque térmico, siguiendo el protocolo previamente
descrito (Green y Sambrook, 2012. Capitulo 22).

De forma similar, los cDNA de las proteinas de N. benthamiana AGO1 (GenBank
DQ321488.1), AGO4 (GenBank DQ321491.1) y tioredoxina h-9 (TRX-H9,
XM _019375804.1) se amplificaron por PCR con los cebadores, F65-F66, F67-F68 y
F79-F70 (Tabla 1) respectivamente, a partir de las construcciones en el vector
pDONR 207. En esta reaccion de PCR se incorporaron las secuencias attb
necesarias para la recombinacién en el vector pGADT7-AD (Clontech) y se
clonaron siguiendo la misma estrategia descrita previamente, de modo que las
proteinas de la planta quedaron fusionadas al dominio de activacidn de DNA GAL4
(AD) del vector pGADT7-AD. Los clones resultantes se transformaron en células
competentes de S. cerevisiae cepa Y187 como se ha indicado.
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Las construcciones obtenidas se utilizaron para enfrentar cada proteina viral a las
diferentes proteinas de la planta generando una cepa de S. cerevisiae diploide que
era auxotrofa para los aminodcidos leucina y triptéfano y dependiente de la unidn
de los factores de transcripcion BD-AD para la produccién del aminoacido
histidina y la activacion del gen LacZ.

Los diferentes clones de S. cerevisiae diploides se sembraron en el medio DDO/X,
medio SD (synthetically defined medium, Clontech) que incluye todos los
aminodcidos esenciales a excepcién de leucina y triptéfano. Las combinaciones
fueron re-sembradas en el medio de cultivo QDO/X/A, medio SD con X-a-Gal, que
incluye todos los aminodcidos esenciales a excepcidon de leucina, triptéfano e
histidina.

Las construcciones realizadas para p25 revelaron una toxicidad que inhibid el
crecimiento de las levaduras. Con el fin de evitar dicha toxicidad se sintetizaron
versiones de p25 que presentaban la delecidn de los primeros 26 aminoacidos N-
terminales de la proteina. Para ello, se amplificaron las secuencias de p25 de T36
y T318A a partir de sus construcciones en pDONR 207 con los cebadores F110 y
F62, se clonaron mediante recombinacion en el vector pGBKT7-BD vy se utilizaron
para el estudio de las interacciones con pGADT7-AD-AGO4, pGADT7-AD-AGO1 y
pGADT7-AD-TRX.

Como control positivo se utilizaron combinaciones entre la proteina tumoral p53 y
su antigeno T, SV40, cuya interaccion se ha descrito previamente (Li y Fields,
1993; Iwabuchi et al., 1993). Por el contrario, como controles negativos se
enfrentaron las construcciones virales al vector pGADT7-AD vacio y las
construcciones de la planta al vector pGBKT7-BD vacio.

2.3.2. Andlisis de la interaccion mediante complementacion
bimolecular por fluorescencia (BIFC)

La interaccidn directa in vivo de p20 o p25 de los aislados T36 y T318A con
proteinas de N. benthamiana se analiz6 mediante BIFC con el sistema de vectores
pSPYNE-pSPYCE. La fusién de las mitades YFP se realizd en el extremo C-terminal
de las proteinas p20 y p25, ya que el marcaje de p25 en el extremo N-terminal
mostré inestabilidad de la proteina y falta de expresion in planta en ensayos
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preliminares. Las construcciones en los diferentes vectores de expresion se realizd
mediante la tecnologia Gateway® (INVITROGEN). Asi, las secuencias codificantes
de p20 y p25, de ambos aislados, se amplificaron por PCR, en condiciones
similares a las descritas en otros apartados, a partir de las construcciones pBS-
p20-T36, pBS-p20-T318A, pBS-p25-T36 0 pBS-p25-T318A utilizando la polimerasa
Phusion (Fermentas) y los cebadores: p20T36attb1-p20T36attb2, p20T318Aattbl-
p20T318Aatth2, p25T36attbl-p25T36atth2 y p25T318Aattbl-p25T318Aatth2
(Tabla 1), respectivamente. La secuencia gendmica de la proteina AGO1 de N.
benthamiana se amplificé con los cebadores AGO1lattbl- AGO1lattb2 (tabla 1) a
partir del clon pROK-AGO1 (cedido amablemente por la Dra. C. Hernandez,
IBMCP, C.S.I.C., Valencia). Por otra parte, las secuencias de cDNA que codifican las
proteinas AGO4 y TRX-H9 se obtuvieron a partir de extractos de RNAt de planta
sana de N. benthamiana mediante RT-PCR. La reaccién de RT se realizé con la
retro-transcriptasa SuperScript™ |l (ThermoFisher Scientific) y los cebadores
AGO4-RT o TRX-RT (Tabla 1), respectivamente, durante 1h a 42°C.
Posteriormente, una alicuota de esta RT se amplific6 con la enzima Phusion
(Fermentas) y las parejas de cebadores AGO4D-AGO4R o TRXD-TRXR (Tabla 1), en
condiciones similares a las descritas. Las colas attb se afadieron a dichas
secuencias mediante una reaccion de PCR adicional en la que se utilizaron los
cebadores  AGOA4attb1-AGO4attb2 o  TRXattbl-TRXattb2  (Tabla 1)
respectivamente.

Los productos de PCR flanqueados por secuencias de recombinacién attb, se
purificaron con el estuche comercial Zymoclean™ (EcoGen) y se clonaron en el
vector pDONR 207 mediante una reaccion de ligacion con la enzima Il BP
clonasa™. Células competentes de E. coli DH5a se transformaron por
electroporacidn con los productos de ligacidn, siguiendo el protocolo previamente
descrito (Green y Sambrook, 2012. Capitulo 3), y se sembraron en medio sdélido LB
suplementado con 100 pg/ml de ampicilina. Las colonias se analizaron para
obtener los clones pDONR-p20-T36, pDONR-p20-T318A, pDONR-p25-T36, pDONR-
p25-T318A, pDONR-AGO1, pDONR-AGO4 y pDONR-TRX. Finalmente, se llevd a
cabo una reaccién de recombinacion mediada por la enzima LB clonasa™ entre las
construcciones pDONR-p20-T36, pDONR-p20-T318A, pDONR-p25-T36 o pDONR-
p25-T318A y el vector binario pSPYNE, o entre las construcciones pDONR-AGO1,
pDONR-AGO4 o pDONR-TRX y el vector binario pSPYCE. Células competentes de E.
coli DH5a se transformaron con los productos de ligacion mediante
electroporacion y se sembraron en LB suplementado con 100 pug/ml Kanamicina.
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Las colonias obtenidas se analizaron para obtener los clones pSPYNE-p20-T36,
pPSPYNE-p20-T318A, pSPYNE-p25-T36 y pSPYNE-p25-T318A y se transformaron en
células de A. tumefaciens cepa C58C1 por electroporacion (siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 2.3.1. de materiales y métodos del capitulo 1).

Colonias de A. tumefaciens C58C1 portadoras de las construcciones pSPYNE-p20-
T36, pSPYNE-p20-T318A, pSPYNE-p25-T36, pSPYNE-p25-T318A, pSPYCE-AGO1,
pSPYCE-AGO4, pSPYCE-TRX y pSPYCE-p20-T36, o de los vectores vacios pSPYNE y
pSPYCE, se cultivaron a 28°C en medio LB suplementado con 100 pug/ml de
kanamicina y 50 pg/ml de rifampicina. Los cultivos bacterianos se centrifugaron y
re-suspendieron en medio de infiltracidn (como se ha descrito en apartados
anteriores) y se ajustaron a una DOgoonm de 1, se indujeron 2 h a temperatura
ambiente en agitacidén suave y se mezclaron en proporcion 1:1 en las siguientes
combinaciones para llevar a cabo los ensayos:

e pPSPYNE-p20-T36 + pSPYCE-AGO1
e PSPYNE-p20-T318A + pSPYCE-AGO1
e PSPYNE-p20-T36 + pSPYCE-AGO4

e PSPYNE-p20-T318A + pSPYCE-AGO4
e PSPYNE-p20-T36 + pSPYCE-TRX

e pPSPYNE-p20-T318A + pSPYCE-TRX

e pSPYNE-p25-T36 + pSPYCE-AGO1

e PSPYNE-p25-T318A + pSPYCE-AGO1
e pSPYNE-p25-T36 + pSPYCE-AGO4

e PSPYNE-p25-T318A + pSPYCE-AGO4
e PSPYNE-p25-T36 + pSPYCE-TRX

e PSPYNE-p25-T318A + pSPYCE-TRX

e pPSPYNE-p20-T36 + pSPYCE (control negativo de p20 T36)
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e pPSPYNE-p20-T318A+ pSPYCE (control negativo de p20 T318A)

o pPSPYNE-p25-T36 + pSPYCE (control negativo de p25 T36)

e pPSPYNE-p25-T318A+ pSPYCE (control negativo de p25 T318A)

e pPSPYCE-AGOL1 + pSPYNE (control negativo de AGO1)

e pPSPYCE-AGO4 + pSPYNE (control negativo de AGO4)

e  pSPYCE-TRX + pSPYNE (control negativo de TRX-H9)

e pSPYCE + pSPYNE (control negativo del sistema de expresion para YFP)

e pPSPYNE-p20-T36 + pSPYCE-p20-T36 (control positivo del sistema de
expresion)

Todas las combinaciones fueron co-infiltradas con cultivos de A. tumefaciens
C58C1 transformados con los vectores binarios portadores del gen supresor del
silenciamiento p19 de TBSV (Voinnet et al., 2005) utilizando una relacion 2:1
(combinacion BIFC: p19). Las distintas mezclas se infiltraron en plantas de N.
benthamiana de 3 semanas de edad, un total de 2 plantas por clon en 3
experimentos diferentes, siguiendo el protocolo descrito previamente.

Como en otras ocasiones, las plantas se observaron mediante microscopio
confocal (LEICA TCS SL) transcurridas 48-72h tras la agroinoculacién.

3. RESULTADOS

3.1. Obtencion e identificacion de los complejos proteicos N. benthamiana-
p20 CTV

3.1.1. Purificacion de complejos proteicos N. benthamiana-p20 CTV

Para identificar las proteinas del huésped N. benthamiana que potencialmente
interaccionan con el supresor del silenciamiento p20 de CTV, y dilucidar si existen
diferencias a nivel protedmico en dichas interacciones entre los aislados T36 y
T318A de CTV, se procedid a la fusidn de la secuencia codificante de ambas p20
con la etiqueta One-STrEP-tag en el vector binario pMOG. Tras su expresion
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transitoria en planta, se purificaron los complejos proteicos de N. benthamiana
unidos a p20 a partir de extractos procedentes de las hojas agroinfiltradas
mediante cromatografia de afinidad. La matriz de Strep-Tactin contiene
estreptavidina que presenta gran afinidad por la One-STrEP-tag fusionada a la
p20, que a su vez esta unida a diversos complejos proteicos de la planta con los
gue interacciona. Los complejos proteicos se liberaron de la columna pasando un
tampdn de lavado con desbiotina, que compite con la etiqueta por la unidén
especifica con la estraptavidina, recolectdndose 14 fracciones sucesivas. Para
determinar las que contenian mayor concentracidon en complejos proteicos p20-
proteinas del huésped, se realizé una hibridacién tipo Western blot utilizando las
distintas fracciones y un anticuerpo frente a la One-STrEP-tag. Se identificaron las
fracciones 5 a 13 como las de mayor concentracidon en complejos de proteinas
especificos (Figura 3A). Se mezclaron las fracciones de cada versién p20 y se
precipitaron para concentrar las proteinas y analizarlas mediante SDS-PAGE
(Figura 3B). Se observaron una serie de bandas proteicas, no presentes en los
extractos procedentes de la planta control, que contienen los complejos de las
proteinas de la planta con posible interaccion con p20. Finalmente, con el objetivo
de poder identificar dichas proteinas, las bandas del gel se cortaron y digirieron
con tripsina para su analisis mediante espectrometria de masas.
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Figura 3: Purificacion de los complejos proteicos p20-proteinas del huésped N.
benthamiana. A: Hibridacién tipo Western blot de las fracciones resultantes de la
cromatografia de afinidad del extracto crudo de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas
con la construccién p20T318A-Strep-tag-pMOG. El gel se hibridd con un anticuerpo anti-
Stret-tag. Resultado similar para la construccion p20T36-Strep-tag-pMOG (no mostrado).
1-14: fracciones proteicas analizadas. B: Tincion con azul Coomassie del gel
desnaturalizante SDS-PAGE de una mezcla de las fracciones 5-13 concentradas antes de su
procesado para el anadlisis mediante espectrometria de masas. En ambos paneles: M:
Marcador de pesos moleculares. H: extratos proteicos de la planta control inoculada con
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3.1.2. Identificacidn de proteinas mediante espectrometria de masas

El analisis de las proteinas mediante LC/MS-MS y posterior identificacion de las
mismas con los programas Protein Pilot v4.5 (ABSciex) y Mascot v2.2 (Matrix
Science), permitié generar tres listados en bruto [uno para cada version de p20
(p20-T36 0 p20-T318A) y otro para el control pMOG] con un nimero de acceso
Mascot y su correspondiente indice de abundancia (emPAl) (ver material y
métodos). De la lista, se eliminaron las proteinas presentes en la muestra control
(agroinfiltradas con el vector vacio) y las proteinas expresadas a muy baja
concentracién (Score inferior a 1).

Con el objetivo de conocer la posible funcién de las proteinas de N. benthamiana
obtenidas en este estudio, se identificd la correspondiente proteina ortéloga de A.
thaliana de funciéon conocida. Para ello, el numero de acceso Mascot de los
listados proteicos se relaciond con un identificador Geninfo (valor Gl) de la base
de datos The Arabidopsis Information Resource v 10 (TAIR https://www.
arabidopsis. org/). Posteriormente, se obtuvo la secuencia de aminodcidos

correspondiente a cada wvalor Gl con Ila base de datos NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Finalmente, estas secuencias se utilizaron para

realizar un alineamiento (e-valor <0,0001) con las secuencias de A. thaliana
presentes en la la base de datos Alignment Search Tool local (BLAST,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 1990). De este modo, se
obtuvo una lista filtrada con la identificaciéon de las proteinas ortdlogas de A.

thaliana.

3.2. Andlisis bioinformatico de los complejos proteicos purificados
3.2.1. Agrupacion de las proteinas por categorias funcionales

Una vez identificadas las proteinas del huésped que interaccionarian con p20-T36
(188 proteinas), p20-T318A (215 proteinas), p25-T36 (173 proteinas) o p25-T318A
(76 proteinas) se llevé a cabo un primer analisis con los programas Panther
(http://pantherdb .org/) (Figuras 4a y 4b) y REVIGO (Figuras 5a y 5b) con el fin de
agrupar las proteinas por categorias funcionales. Las figuras 4b y 5b fueron

elaboradas utilizando los datos de p25 obtenidos en la tesis doctoral del Dr. Josep
Navarro (2017 y datos no publicados).
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e Componentes estructurales

Alrededor del 46 % de las proteinas del huésped que potencialmente
interaccionarian con p20 de ambos aislados, forman parte de la pared celular. El
25 % de las proteinas de la planta que se unirian a p20-T36 estdn asociadas a
organulos celulares, formados mayoritariamente por proteinas del nucleo y del
citoesqueleto, mientras que en el caso de p20-T318A estas proteinas representan
el 19% del total. El porcentaje de proteinas asociadas a la membrana celular fue
mayor para la proteina p20-T318A (19%) que para p20-T36 (8.3%). Por el
contrario, el porcentaje correspondiente a complejos macromoleculares fue
mayor para p20-T36 (16.7%) que para p20-T318A (10.6%). Ambas p20 parecen
presentar muy poca relacidon con proteinas de la planta situadas en la regién
extracelular.

La proteina p25 de ambos aislados, al igual que p20, interaccionaria
preferentemente con proteinas de la pared celular (55% en el caso de p25-T36 y
45.5% en el de p25-T318A), seguidas de proteinas pertenecientes a organulos
celulares (28.3% p25-T36 y 36.4% p25-T318A). Al igual que en p20, la posible
interaccidon con complejos macromoleculares parece mayor en p25-T36 (16.7%)
que en p25-T318A (9.1%). Los componentes de membrana celular también
representan un porcentaje significativo, siendo mayor para p25-T318A (9,1%) que
para su homologa del aislado T36 (3.3%).

e Procesos bioldgicos

La proteina p20 de ambos aislados podria interaccionar con proteinas de distintas
rutas involucradas en el metabolismo primario (45.4% de las detectadas para p20-
T36 y 50.6% de las de p20-T318A) o en procesos celulares (35.1% para p20-T36 y
24.7% para p20-T318A) como la comunicacién celular, la segregacidon de
cromosomas o la divisién celular, asi como con proteinas del huésped
involucradas en la localizaciéon y el transporte de otras proteinas (8.8% para p20-
T36y 11.2% para p20-T318).

De igual modo, la p25 de ambos aislados interaccionaria mayoritariamente con
diversas rutas de metabolismo basal (42.2% de las detectadas para p25-T36 y
39.1% de las de p25-T318A) y con proteinas implicadas en procesos celulares
(34.3% para p25-T36 y 30.4% para p25-T318A). Hay destacar que, p25-T36 parece
estar implicada en procesos de localizacién y transporte potencialmente de RNA
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nucleares (8.1%), mientras que, su homéloga del aislado T318A parece estar mas
relacionada con procesos de respuesta a estimulos (13%) y regulacion bioldgica
(13%).

e Funcion molecular

Tanto p20 como p25 estarian mayoritariamente relacionadas con proteinas de la
planta implicadas en procesos cataliticos, como los procesos de éxido-reduccion o
actividad transferasa e hidrolasa (51.5% p20-T36, 67.8% p20-T318A, 52.9% p25-
T36, 46.2% p25-T318A). De igual modo, ambas proteinas parecen tener un papel
importante en la interaccidn con proteinas de unién, siendo mas significativo en el
caso de p25-T318A, donde el 38.5% del total de proteinas de la planta, que
putativamente interaccionan con ella, presentan dicha funcion. Como posibles
interacciones minoritarias coincidentes para las cuatro proteinas de CTV, podria
sefialarse la putativa interaccién con proteinas de la planta con funcidn
estructural o transportadora. Cabe destacar la posible relacién de p20-T318A vy
p25-T36 con proteinas del huésped implicadas en la regulacién de la traduccion.

e Funcidon enzimdtica

La proteina p25-T318A presentd mayor probabilidad de interaccion (33.3%) con
proteinas de unidn a acidos nucleicos, porcentaje que fue algo menor para p25-
T36 y p20-T36 (20%, para ambas) y significativamente menor para p20-T318A
(6.2%). La segunda categoria enzimatica mds importante fue la relacionada con
procesos de 6xido-reduccién, donde nuevamente p25-T318A podria tener una
mayor implicacion en estos procesos (10% de las proteinas observadas
interaccionarian con p20-T36, 19.2% con p20-T318A, 20% con p25-T318A y 22%
con p25-T318A). En menor medida, ambas p20 y p25 presentan posible
interaccion con proteinas del huésped con actividad hidrolasa, transferasa o
isomerasa.

Sin embargo, cabe destacar la pobre red funcional de la proteina p25 del aislado
T318A en comparacion con las proteinas p20 o p25 de T36. Este hecho ya se
observo en los estudios comparativos con su homéloga T36 llevados a cabo por el
Dr. Josep Navarro (Tesis doctoral, 2017).
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Figura 4a: Clasificacion de los complejos proteicos que interaccionan con p20-T36 (T36) y
p20-T318A (T318A). A) Componentes de la célula vegetal. B) Procesos bioldgicos. C)
Funcién molecular. D) Caracterizacion enzimdtica de las proteinas. Obtenida de la base de
datos Panther.
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Figura 4b: Clasificacidon de los complejos proteicos que interaccionan con p25-T36 (T36) y
p25-T318A (T318A) utilizando la herramienta PANTHER. A) Componentes de la célula
vegetal. B) Procesos bioldgicos. C) Funcidn molecular. D) Caracterizacién enzimatica de las
proteinas. Obtenida de la base de datos Panther.
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Figura 5a: Clasificacion funcional de los complejos proteicos de la planta que interaccionan con p20. El color naranja muestra las proteinas
de la planta que interaccionarian solo con p20 del aislado T36, el color azul las que interaccionarian Unicamente con p20 del aislado T318A.

En cambio, el morado indica posible interaccidén con p20 de ambos aislados. Realizada con la base de datos REVIGO.
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Figura 5b: Clasificacién funcional de los complejos proteicos de la planta que interaccionan con p25. El color naranja muestra las proteinas
de la planta que interaccionarian solo con p25 del aislado T36, el color azul las que interaccionarian Unicamente con p25 del aislado T318A.
En cambio, el morado indica posible interaccién con p25 de ambos aislados. Realizada con la base de datos REVIGO. Tomada de la tesis
doctoral del Dr. J Navarro (2017).
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3.2.2. Interaccidn coincidente entre las proteinas de T36 y T318A y las
de N. benthamiana

Con el objetivo de analizar las proteinas del huésped que pueden interactuar de
forma comun o diferencial con las proteinas p20 y p25 de los aislados T36 y
T318A, se utilizd la base de datos VENNY 2.1 (Figura 6) y la base de datos REVIGO
(Figura 7). De este modo, las proteinas de la planta se agruparon en listados
funcionales segln la posible interaccién con CTV (Anexo, Tablas 1-15).

Las interacciones comunes entre las proteinas de N. benthamiana y la proteina
p20 de ambos aislados resultaron abundantes, obteniéndose un listado de 62
proteinas con posible interaccion coincidente (Figura 6), (Anexo: Tabla 5). Muchas
de estas proteinas estan relacionadas con la fotosintesis, el transporte de
macromoléculas, la biosintesis de proteinas, carbohidratos y acidos grasos, la
union a ATP, la respuesta a estrés abidtico y el control homeostatico de la célula
vegetal. Entre estas proteinas cabe destacar la presencia de: i) B-tubulinas, las
cuales estan relacionadas con la polimerizacidon del citoesqueleto y resultan de
gran importancia para el movimiento intracelular de los virus, ii) proteinas
relacionadas con la defensa de la planta, como tres tipos diferentes de argonautas
(AGO1, AGO2 y AGOA4), iii) la chaperona de la CDC48B (proteina de division celular
48C), iv) la subunidad B1 de la proteina de exocitosis EXO-70 (EXO70B1), una
proteina relacionada con la respuesta basal y la PCD y v) las proteinas de choque
térmico HSC70.1, relacionada con funciones de unién a proteinas y la MTHSC70.2
mitocondrial, implicada en el plegamiento de proteinas en procesos de infeccion
viral.

La lista de interacciones comunes con la proteina p25 de ambos aislados (Anexo:
Tabla 6) presenta Unicamente 18 proteinas (Figura 6), principalmente implicadas
en la fotosintesis, el catabolismo de carbohidratos y proteinas, la biosintesis de
acidos grasos y proteinas, reacciones de oxido-reduccidn, respuesta a estrés,
defensa o unidn a acidos nucleicos. Entre las proteinas relacionadas con la
defensa de la planta destacan las proteinas de choque térmico HSC70.1 y
MTHSC70.2, la proteina de union al acido salicilico 3 SABP3 y la Glutatione S-
transferasa TAU9.

Es interesante destacar que al comparar las proteinas que interaccionarian con
p20 y p25 de ambos aislados se encontraron 25 proteinas coincidentes (Figura 6),
(Anexo: Tabla 15). Nuevamente, estas proteinas presentan funciones relacionadas
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con la fotosintesis, unién a proteinas, transporte, reacciones de dxido-reduccion,
metabolismo de carbohidratos, respuesta a estrés, organizacion del citoesqueleto
y defensa. Respecto a las proteinas relacionadas con la fotosintesis es de destacar
la presencia de la enzima Rubisco y de multiples subunidades del fotosistema | y
Il. Entre las proteinas relacionadas con reacciones de 6xido-reduccion se
encontraron distintas subunidades de la gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa,
gue ademas de actuar en los procesos cataliticos de la glicdlisis, interviene en
otros procesos celulares importantes como la activacion de la transcripcion,
procesos de defensa y en fases iniciales de la apoptosis celular. Por dltimo, entre
las proteinas relacionadas con la defensa de la planta frente a virus se
encontraron la proteina LHCA3, relacionada con la respuesta a citoquininas y las
proteinas de choque térmico HSC70.1 y MTHSC70.2.

p25T36 p20T318A

78

82
(19.5%) E (20.6%)

p25T318A

p20T36

Figura 6: Diagrama de Venn que muestra las proteinas de N. benthamiana que
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comparten interaccién con las proteinas p20 y p25 de ambos aislados. Realizado con la
base de datos VENNY 2.1.

3.2.3. Interaccion diferencial entre las proteinas de T36 y T318A y las
de N. benthamiana

Se encontraron diferencias en las proteinas implicadas en la defensa de la planta
gue interaccionarian con p20 o p25, dependiendo del aislado de CTV. Asi, se
identificaron una serie de proteinas que potencialmente interaccionan con p20-
T36 pero no con su homdloga del aislado T138A (Anexo: Tabla 1). Entre éstas,
cabe destacar la glutamato descarboxilasa 1 (GAD1), que regula la sintesis del
acido amino butirico (GABA), relacionado con la respuesta a estrés biodtico; la RNA
helicasa 20 (RH20) o la RNA helicasa-LIKE 8 (RH8), que intervienen en la defensa
de los virus dificultando su replicacion; la proteina VDAC2, relacionada con el
canal aniénico 2, dependiente de voltaje e implicada en la apoptosis celular bajo
condiciones de infeccidn; la proteina CERK1, homdloga de la proteina Bti9 de la
planta de tomate, la cual actia como receptor quinasa portador de un motivo de
lisina (LysM, ampliamente conservado en proteinas de defensa), clave en los
patrones moleculares asociados a la invasion de patégenos (PAMPs); la proteina
SABP3 de unidn al acido salicilico, la cual presenta actividad anti-oxidante y juega
un importante papel en la HR y una proteina con dominios NB-ARC (Nucleotide
Binding-adaptor shared by APAF-1, R proteins y CED-4) muy conservados en
proteinas R, relacionadas con el reconocimiento de patdgenos y la activacidon de la
respuesta inmune innata.

Por su parte, entre las proteinas que interaccionarian con p20-T318A pero no con
p20-T36 (Anexo: Tabla 2) cabe destacar la proteina RPT2A, una ATPasa que regula
el mecanismo de defensa del silenciamiento génico mediante la metilacién del
DNA; la proteina Sinaptotagmina A (SYTA), que regula el movimiento célula a
célula en el proceso de infeccién de diversos virus de plantas; la proteina de
division celular 48C (CDC48C), involucrada entre otras funciones en el PTGS, vy la
proteina LYK4 que presenta un motivo LysM implicado en el mecanismo de
sefializacion y activacidn de la respuesta inmune innata.

Entre las proteinas con posible interaccidén con p25-T36, pero no con p25-T318A
(Anexo: tabla 3) cabe destacar la Glutatione S-Transferasa TAU8 y la S-
Adenosilmetionina sintetasa 2 (SAM-2), ambas involucradas en la respuesta a CKs
gue regulan la apoptosis celular y la inmunidad frente a patdgenos; la enzima S-
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adenosil-L-Homocisteina Hydrolasa 1 (SAH1), implicada en la PTGS y la metilacion
del DNA, y la 2-Cis-Peroxiredoxina B (2-CYS PRX B), una proteina con actividad
oxido-reductora implicada en la respuesta de defensa frente a patdgenos,
fundamentalmente bacterianos. También interactuarian con p25-T36, pero no con
p25-T318A, proteinas de la planta asociadas al movimiento de los viriones como
son la actina 3 o los factores de despolimerizacion de la actina 2, 6 y 8 (ADF2,
ADF6 y ADF8, respectivamente), asi como la subunidad 25 KD del factor de
especificidad de poliadenilacién/escision que estd implicada en la unién y
transporte de determinadas proteinas y mRNA al interior del nucleo celular. Estas
posibles interacciones diferenciales entre aislados se describieron en la tesis
doctoral de Josep Navarro (2017 y datos no publicados).

Entre las proteinas con funcién defensiva que interactuarian con p25-T318A pero
no con p25-T36 (Anexo: Tabla 4) se encontré la proteina de patogénesis 4 (PR4),
muy importante en los procesos de defensa en infecciones cursadas por hongos y
la TRX-H9, una de las enzimas relacionadas con la homedstasis redox que previene
el dafio celular, ademas las tioredoxinas tipo h estan relacionadas con la
reduccidn de la proteina NPR1 citoplasmatica.

Para observar de una forma mas gréfica la red de posibles interacciones entre las
proteinas de la planta y del virus, se realizé un analisis utilizando la base de datos
REVIGO (figura 7), analisis que confirma los datos antes descritos y permite
apreciar la interaccion diferencial entre los aislados de CTV, sus proteinas y la
planta. En esta ilustracion grafica se pueden observar cada una de las proteinas de
la planta que potencialmente interaccionan con p25 o p20 de un aislado o de
ambos y la interaccidn coincidente entre p20 y p25 de uno o de ambos aislados.
Cada circulo de la grafica simula una proteina de la planta, donde el color naranja
representa la posible interaccidn con el aislado T36, el azul con el aislado T318A y
el morado con ambos aislados.

A partir de este andlisis se evidencia que las proteinas del huésped que
interaccionarian exclusivamente con p25 lo hacen principalmente con T36 (parte
izquierda Figura 7, donde el color predominante es el naranja), mientras que la
proteina de la capsida (p25) del aislado T318A presenta una red de interaccion
mucho mas pobre, formada por 15 proteinas entre las que se encuentra la TRX-H9
anteriormente comentada. Sin embargo, las proteinas del huésped capaces de
interaccionar exclusivamente con p20 lo hacen en mayor medida con p20-T318A
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(parte derecha de la Figura 7, donde el color predominante es el azul). No
obstante, muchas de las proteinas encontradas tienen afinidad por las dos p20,
como las proteinas AGO2, AGO4, PDR12 (Pleitropic drug resistance), CDC48B o La
beta amilasa “low-level” 1 (UFP1) todas ellas directamente implicadas en procesos
como el PTGS o la activacion de la ruta del AS.

m T36
H T318A
H T36 &T318A

Figura 7: llustracién grafica de las proteinas de la planta identificadas por LC/MS-MS que
interaccionarian con p20 y/o p25 de los aislados T36 y/o T318A de CTV. Proteinas
marcadas en naranja: proteinas del huésped con posible interaccion con el aislado T36.
Proteinas marcadas en azul: putativa interaccion con T318A. Proteinas marcadas en
morado: posible interaccién con las proteinas de ambos aislados. Cada proteina
representada muestra su identificador GenlInfo (Gl) obtenido de la base de datos The
Arabidopsis Information Resource v10. llustracién realizada con el programa REVIGO.
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En el analisis de la interaccidn coincidente entre las p20 y p25 (parte central de la
Figura 7, donde el color predominante es el morado) se determinaron algunas
interacciones dependientes del aislado. Asi, las proteinas p20 y p25 de T318A
mostraron posible interaccion especifica Unicamente con dos proteinas: una
proteina de choque térmico cloroplastica (chloroplast heat shock protein 70-2,
CPHSC70-2) y una proteina ribosomal de la familia S3. Por el contrario, las
proteinas p20 y p25 del aislado T36 mostraron posible interaccién especifica con
hasta ocho proteinas de la planta, entre las que cabe destacar una proteina de la
membrana plasmdtica celular, una proteina osmdtica y la Deshidrogenasa
isocitrato VI.

Para contextualizar el conjunto de proteinas del huésped N. benthamiana
estudiado, se realizé un andlisis computacional de los listados proteicos utilizando
el interactoma de A. thaliana, el cual cubre alrededor de 8.000 proteinas (AIMC,
2011; Chatr-Aryamontri et al,, 2015). Para cada red de interaccién entre el
interactoma de A. thaliana y cada una de las proteinas de CTV se analizaron,
mediante el empleo de la herramienta bioinformatica Cytoscape, cuatro
parametros: i) grado de conectividad (K), ii) longitud promedio del camino mas
corto (l), iii) centralidad (b) y iv) coeficiente de agrupamiento o clusterizacién (c)
(ver material y métodos). Este andlisis permitio la evaluacion cuantitativa de cada
una de las redes proteicas que interaccionarian con las proteinas virales dentro
del interactoma de A. thaliana, cuyos valores fueron representados en diagramas
de cajas y analizados estadisticamente mediante el test Mann-Whitney U (P
<0,05) (Figura 8).

La ilustracidn del interactoma de A. thaliana y las proteinas de CTV confirma los
resultados obtenidos en los andlisis anteriores. Asi, se observa que la interaccion
de la planta con p20 se daria preferiblemente con el aislado T318A, sin dejar de
ser importante la interaccién con ambos aislados. De igual modo, se confirma que
la interaccion de la planta con la proteina p25 seria mds intensa para T36,
presentando p25-T318A una red de interaccidn proteica mucho mas pobre.
Finalmente, no se encontraron diferencias significativas entre las distribuciones
de conectividad, centralidad o coeficiente de agrupacion. Por el contrario, las
diferencias fueron significativas entre las distribuciones de longitud media del
camino mas corto (Mann-Whitney U-test, p <0,001) para todas las proteinas de
CTV. Esto significa que la interaccion de CTV con el huésped produciria la
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activacidn o induccién de determinadas rutas metabdlicas de la planta de una
forma mas directa o rapida que el grupo de proteinas control.
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Figura 8: Contextualizacion de las proteinas diana identificadas por LC/MS-MS en el
interactoma experimental de A. thaliana. llustraciéon del interactoma mundial junto con
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diagramas de caja de las propiedades topoldgicas globales (conectividad (k), longitud
promedio del camino mas corto (l), centralidad de intermediacién (b) y el coeficiente de
agrupamiento (c) de las proteinas de CTV). Los colores indican el aislado de CTV (T36 o T318A)
con la que se identificé la proteina diana del huésped. El color naranja indica las proteinas que
interactuarian con el aislado T36, el azul las que lo harian con el aislado T318A y el morado las
gue interactuarian con ambos aislados. Como controles, se utilizaron las distribuciones de una
muestra aleatoria representativa de todo el interactoma. Analisis realizado mediante el
empleo de la herramienta bioinformatica Cytoscape.

Con el objetivo de visualizar el mapa de interaccidn en su conjunto y determinar
las proteinas de la planta con mayor probabilidad de interacciéon directa con CTV,
se llevd a cabo la representacion de diagramas de dispersion (Figuras 9-12) de los
listados principales de interaccidon de p20-T36, p20-T318A, p25-T36 y p25-T318A.
Para ello, se representd la abundancia de transcripcion de un perfil medio
(Affymetrix) frente a la abundancia de proteina en la muestra purificada (emPAl).
Los valores de abundancia se estandarizaron al valor Z generado por el programa
Mascot, lo que permitié la identificacion de proteinas diana con mayor
probabilidad de interaccién (regidon de mayor confianza: parte superior derecha
del diagramas de dispersion).

Para diferenciar, grosso modo, los procesos metabdlicos en los que participan las
distintas proteinas de la planta se utilizé un cédigo de colores, en el cual, el azul
denota proteinas de la planta que intervienen en procesos metabdlicos,
fotosintesis u organizacion del citoesqueleto; el naranja indica proteinas con
diferentes funciones como reacciones oxido-reduccién, respuesta a estrés o union
a acidos nucleicos; el rojo muestra proteinas que estan implicadas en rutas de
defensa de la planta como PTGS, el AS, AJ o la activaciéon de genes Ry el color
verde destaca proteinas que presentan una interaccidn dependiente de aislado.

Estos diagramas confirmaron los resultados obtenidos previamente. Asi, en el
diagrama de dispersién de p20-T36 (Figura 9) las proteinas que presentan una
mayor probabilidad de interaccidon directa son la Rubisco, Actina 11, HSP70,
AGO2, Tubulina 1, Transquelotasa 2 (TKL2) y en menor medida, PDR12, DCD48B,
AGO4, UFP1, AGO1, Tubulina 8, HSP90 y CERK1 (homdloga a Bti9), esta ultima
remarcada en verde. En cambio, en el diagrama de dispersion de p20-T318A
(Figura 10) no se encontrd ninguna proteina de interaccion dependiente de
aislado y las proteinas mas abundantes fueron la Rubisco, HSP70, TKL2, Ubiquitina
E3, Tubulina 1, DCD48B, la ATPasa tipo 2 RPTD2A, Actina 11, AGO4, PDR12, TKL1,
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mientras que fuera de la regién de mayor confianza se situaron las proteinas
AGO1 y UFP1.

Z-score Affymetrix

Z-score emPAl

Figura 9: Diagrama de dispersién de las proteinas de la planta que interaccionan
potencialmente con p20-T36. El valor Z- score Affymetrix representa la abundancia de
transcripcion de un perfil medio y el Z-score emPAIl la abundancia de proteina en la
muestra purificada. En azul: rutas metabdlicas comunes importantes. En naranja:
respuesta a estrés, reacciones oxido-reduccion, union a acidos nucleicos. En rojo: defensa.
En verde: interaccién especifica de aislado.
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Z-score Affymetrix

Z-score emPAl

Figura 10: Diagrama de dispersién de las proteinas de la planta que interaccionan
potencialmente con p20-T318A. El valor Z- score Affymetrix representa la abundancia de
transcripcion de un perfil medio y el Z-score emPAIl la abundancia de proteina en la
muestra purificada. En azul: rutas metabdlicas comunes importantes. En naranja:
respuesta a estrés, reacciones oxido-reduccion, unién a acidos nucleicos. En rojo: defensa.

De la observacién del diagrama de dispersion de p25-T36 (Figura 11) las proteinas
de mayor abundancia fueron la Rubisco, Gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasas
(GapB, GapC, GapA), HSP70, Glicolato oxidasa 1 (GOX1), TKL2 o la rubisco activasa
(RCA), proteina que Unicamente aparece en T36 y esta implicada en la activacion
de la ruta del Al. En cambio, el nimero de proteinas de la planta presentes en el
listado de p25-T318A (Figura 12) es significativamente inferior, hecho evidenciado
en todos los analisis realizados. De entre las proteinas con mayor probabilidad de
interaccion directa con p25-T318A, se encuentra nuevamente la Rubisco, HSP70,
Deshidrogenasa reductasa de cadena corta 2 y 5 (SDR2 y SDR5), la proteina
ribosomal S9, ubiquinol-citocromo C reductasa, transportador ADP/ATP 3 (AAC3),
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Gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa (GapA, GapB, GapCl y GapC2) y entre las
proteinas de interaccion dependiente de aislado se encontraron TRX-H9 y PR4,
esta Ultima fuera de la regiéon de mayor confianza.

A pesar que en el subconjunto de las listas filtradas reducidas mostradas en este
capitulo no aparece ninguna proteina AGO como interactor potencial de la p25,
hay que indicar que en las listas iniciales obtenidas con el programa PILOT
aparecian AGO1 y AGO4 como potenciales interactores, aunque con un valor de
abundancia bajo y un valor emPAI por debajo del umbral utilizado para realizar el
filtrado de las listas iniciales. Por ello, y a pesar de su baja probabilidad de
interaccion, dichas proteinas se consideraron de interés para los estudios
posteriores de interaccion directa con p25.

Z-score Affymetrix

Z-score emPAl

Figura 11: Diagrama de dispersiéon de las proteinas de la planta que interaccionan
potencialmente con p25-T36. El valor Z- score Affymetrix representa la abundancia de
transcripcion de un perfil medio, y el Z-score emPAl la abundancia de proteina en la
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muestra purificada. En azul: rutas metabdlicas comunes. En naranja: respuesta a estrés,
reacciones oxido-reduccion, unién a acidos nucleicos. En rojo: defensa. En verde:

interaccién especifica de aislado.

Z-score Affymetrix

Z-score emPAl

Figura 12: Diagrama de dispersién de las proteinas de la planta que interaccionan
potencialmente con p25-T318. El valor Z- score Affymetrix representa la abundancia de
transcripcion de un perfil medio, y el Z-score emPAl la abundancia de proteina en la
muestra purificada. En azul: rutas metabdlicas comunes. En naranja: respuesta a estrés,
reacciones oxido-reduccion, unién a acidos nucleicos. En rojo: defensa. En verde:

interaccién especifica de aislado.
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3.3. Estudio de la interaccion directa entre las proteinas p20 y p25 de los
aislados de CTV T36 y T318A y las proteinas de la planta

Se seleccionaron algunas de las proteinas de mayor interés, dada su abundancia e
implicacion en rutas metabdlicas importantes de la planta, para realizar estudios
de interaccion directa usando la técnica de doble hibrido en levadura o la de BIFC.
Para p20 se seleccionaron las proteinas AGO4, AGO1, AGO2, CDC48B y CERK1 y
para p25 se seleccionaron las proteinas AGO4, AGO1 y TRX-H9.

3.3.1. Analisis de la interaccion mediante doble hibrido en levadura

Para estudiar la interaccidon directa in vitro de las proteinas p20 o p25 con
proteinas de N. benthamiana mediante la técnica de doble hibrido en levadura, se
realizaron diferentes construcciones en los vectores de expresién pGBKT7-BD y
pPGADT7-AD. Las proteinas de CTV se fusionaron al factor BD de DNA GAL4
presente en el vector pGBKT7-BD, mientras que las proteinas AGO1, AGO4 y TRX-
H9 del huésped se fusionaron al dominio AD de DNA GAL4 presente en el vector
pPGADT7-AD. La unién de estos dominios es necesaria para la activacion de los
genes GAL fundamentales para el metabolismo de la galactosa en levadura, por lo
gue Unicamente si se da interacciéon directa entre las proteinas virus-planta se
producird la unién de ambos dominios y tendra lugar la transcripcion del factor
GAL4. Asi mismo, la sintesis del aminoacido histidina y el gen LacZ se encuentran
regulados por el factor de transcripcién GAL4.

Las proteinas AGO2, CDC48B y CERK1 no pudieron ser obtenidas mediante RT-PCR
y no fue posible llevar a cabo el estudio de su interaccion con CTV.

Las construcciones descritas se combinaron para enfrentar cada proteina viral a
las diferentes proteinas de la planta, generando asi una cepa de S. cerevisiae
diploide que resultdé auxétrofa para los aminoacidos leucina y triptéfano y
dependiente de la uniéon de los factores de transcripcion BD-AD para la
produccién del aminoacido histidina y la activacién del gen LacZ. Estos clones
diploides se sembraron en el medio DDO/X que incluye todos los aminoacidos
esenciales a excepcion de leucina y triptofano. La siembra en este medio permitié
el crecimiento de todos los clones en estudio, indicando que éstos contenian las
construcciones de ambos plasmidos (pGBKT7-BD-CTV y pGADT7-AD-planta).
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Dichos clones se re-sembraron en el medio de cultivo QDO/X/A, que contiene X-a-
Gal, todos los aminodcidos esenciales a excepciéon de leucina, triptéfano e
histidina y permite el crecimiento exclusivamente de aquellas colonias donde se
da la interaccion de los dominios del factor de transcripcion GAL4, como
consecuencia de la interaccidn especifica de la proteina de CTV con la proteina de
N. benthamiana. Esta interaccién permite la sintesis de histidina y expresion del
gen LacZ, generando coloracidn azul en las colonias. La siembra de los diferentes
clones en este medio Unicamente permitié el crecimiento de los clones donde
tuvo lugar la interaccidn entre la proteina AGO4 de la planta y las proteinas p20 y
p25 de CTV de ambos aislados (Figuras 14ay 14b).

Figura 14a: Estudio de la interaccidn entre la proteina p20 de CTV y las proteinas de

N. benthamiana mediante la técnica del doble hibrido de levadura. Crecimiento de
clones de S. cerevisiae portadores de las diversas construcciones. 1) Crecimiento en
medio DDO/X (Clontech). 2) Crecimiento en medio QDO/X/A (Clontech). A: p20-
T318A-AGO1. B: p20-T318A-AGO4. C: p20-T318A-TRX. D: p20-T36-TRX. E: p20-T36-
AGOA4. F: p20-T36-AGO1. G: Control positivo. H: Control negativo.
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Figura 14b: Estudio de la interaccién entre la proteina p25 de CTV y las proteinas de N.
benthamiana mediante la técnica del doble hibrido de levadura. Crecimiento de clones
de S. cerevisiae portadores de las diversas construcciones. 1) Crecimiento en medio
DDO/X (Clontech). 2) Crecimiento en medio QDO/X/A (Clontech). A: p25-T318A-AGO1.
B: p25-T318A-AGO4. C: p25-T318A-TRX. D: p25-T36-TRX. E: p25-T36-AGO4. F: p25-T36-
AGOL1. G: Control positivo H: Control negativo.

3.3.2. Anadlisis de Ila interaccion mediante complementacion
bimolecular de fluorescencia (BIFC)

Para analizar la interaccion directa in planta de p20 o p25 con proteinas de N.
benthamiana mediante BIFC, se clonaron las proteinas de CTV en el vector
pSPYNE vy las proteinas de la planta en el vector pSPYCE. De este modo, las
proteinas de CTV quedaron fusionadas al extremo N-terminal del marcador
fluorescente YFP. Mientras que, las proteinas de la planta quedaron fusionadas a
la mitad C-terminal de la YFP. Cuando ambas construcciones (CTV-pSPYNE y
proteina de la planta-pSPYCE) coinciden en la misma célula y hay interaccion
especifica entre ellas, las dos mitades de la YFP se unen para dar sefial
fluorescente, detectable mediante microscopia confocal.

Dado que la amplificacion del mRNA de AGO2, CDC48B y CERK1 no tuvo éxito, las
proteinas de la planta estudiadas fueron AGO1, AGO4 y TRX-H9.
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Tras comprobar que las diferentes construcciones no daban sefal inespecifica
(Figura 13a), se procedidé a su andlisis. Para ello, cultivos de A. tumefaciens
portadores de las construcciones problema se mezclaron entre si siguiendo las
combinaciones indicadas en el apartado 2.3.2. de material y métodos. Cada una
de estas combinaciones se co-infiltré junto con el supresor de silenciamiento p19
en hojas de N. benthamiana. Transcurridas 48-72h se tomaron muestras de hojas
agroinfiltradas y se examinaron en el microscopio confocal. Dada la elevada
capacidad de interacciéon de p20 consigo misma se tomd ésta como control
positivo de interaccidn, enfrentando las construcciones p20-T36-pSPYNE y p20-
T36-pSPYCE. Su visualizacion mostré la formacién de inclusiones perinucleares y
nucleolares, resultado que concuerda con estudios de localizaciéon subcelular
realizados previamente en nuestro grupo (Josep Navarro, 2017 y datos no
publicados).

AGO1pSPYNE + pSPYCE AGO4pSPYNE + pSPYCE TRXpSPYNE + pSPYCE
—y . . .
PSPYNE + p20pSPYCE PSPYNE + p25pSPYCE PSPYNE + pSPYCE

Figura 13a: Representacion de las interacciones tomadas como controles positivos
(interaccion de p20 consigo misma) y negativos (proteinas del virus o de la planta
enfrentadas al correspondiente vector vacio) en el estudio de la interaccién de las
proteinas de N. benthamiana y las proteinas de CTV mediante BIFC. Fotografias obtenidas
a través de observacidn con microscopia confocal.
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En la figura 13b se aprecia la interaccién especifica tanto de AGO1 como de AGO4
con p20 y p25 de ambos aislados. En todos los casos la sefial YFP se visualizé en
las membranas citoplasmatica y nuclear, sin observarse diferencias significativas
entre aislados. Por el contrario, no se detectd interaccidon especifica de la proteina
TRX-H9 de N. benthamiana con la proteina p20 de ninguno de los aislados vy la
interaccion entre TRX-H9 y p25 resultd ser dependiente de aislado, pues se
observé sefal YFP al enfrentar TRX-H9 con p25-T318A pero no con p25-T36
(Figura 13c). La sefial YFP observada se localizd en la membrana citoplasmatica
pero estuvo ausente en la membrana nuclear de las células. La interaccién
especifica de p25-T318A con la proteina TRX-H9 de N. benthamiana apoya los
resultados previos de localizacién citoplasmatica observados para p25-T318A en
contraste con la localizaciéon nuclear de su homoéloga del aislado T36, que no
presenta sefial de exportacion nuclear (Josep Navarro tesis doctoral 2017 y datos
no publicados) ni interacciéon con TRX-H9.

AGO1-p20T36 AGO1-p20T318A AGO1-p25T36 AGO1-p25T318A

AGO4-p20T36 AGO4-p20T318A AGO4-p25T36 AGO4-p25T318A

Figura 13b: Anilisis de la interaccién directa entre las proteinas AGO1 y AGO4 de N.
benthamiana y las proteinas p20 y p25 de los aislados T36 y T318A de CTV mediante BIFC

y observacién con microscopia confocal.
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TRX-p25T36

TRX-p25T318A

TRX-p20T36

TRX-p20T318A

Figura 13c: Andlisis de la interaccidn entre la proteina TRX-H9 (TRX) de N. benthamiana y

las proteinas p20 y p25 de los aislados T36 y T318A de CTV mediante BIFC y microscopia

confocal. La fecha blanca sefiala el nucleo celular.
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4. DISCUSION

Las infecciones virales inducen cambios en el proteoma de la planta como
consecuencia de las alteraciones metabdlicas inducidas por la multiplicacién y el
movimiento del virus, asi como, por los mecanismos de defensa de la planta
frente a dicha infeccién. Muchas de estas interacciones entre proteinas del virus y
el huésped son necesarias para el éxito de la infeccidén sistémica de la planta.
Diversos estudios proteémicos realizados en el curso de infecciones virales
revelan que la fotosintesis se ve alterada como consecuencia de una primera
respuesta al estrés causada por la invasion del patdgeno (Scharte et al, 2005;
Pineda et al., 2010). Los niveles de las proteinas alteradas Unicamente retornan a
la normalidad cuando el patégeno cesa su invasidn (Monavar-feshani et al., 2012).
Diversos trabajos han mostrado que el proceso de infeccidn suele provocar la
disminucién de proteinas relacionadas con la fotosintesis (Di Carli et al.,2010;
Nwugo y Huerta, 2011). Sin embargo, estudios protedmicos llevados a cabo con
plantas de Citrus sinensis infectadas con la bacteria Xanthomonas axonopodis,
mostraron un aumento de las proteinas relacionadas con la fotosintesis,
sugiriendo que este patdgeno es capaz de inducir la expresién de dichas proteinas
aumentando la tasa de fotosintesis en su propio beneficio (Garavaglia et al,
2010). Si bien no se conoce el efecto de la posible interaccidn indirecta de las
enzimas RuBisCO, RuBisCO activasa, asi como multiples subunidades del
fotosistema | y Il con las proteinas p20 y p25 de CTV. Esta podria explicar, en
parte, los sintomas de aclaramiento de las nerviaduras que muestran algunos
huéspedes y los sintomas de SY que algunos aislados inducen en NA o limonero.
Aunque la expresién de sintomas se ha relacionado con la accidn de p23 (Ghorbel
et al., 2001; Fagoaga et al., 2005; Soler et al., 2015; Albiach-Marti et al., 2010),
algunas observaciones indican que p20 también podria estar implicada en la
induccion de estos sintomas. Asi, plantas transgénicas que expresan p20 también
muestran clorosis en el nervio central (Dawson et al., 2015) y dicha proteina viral
actya como un determinante de patogénesis en N. benthamiana del mismo modo
gue p23 cuando se expresa en el contexto de una infeccion viral heterdloga (Josep
Navarro, tesis doctoral 2017). A pesar de ello, hay que tener en cuenta que este
estudio representa una aproximacidon y algunas de las interacciones entre
proteinas virales y el huésped experimental N. benthamiana podrian no ser
idénticas en su huésped natural.
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En relacién con las proteinas implicadas en el metabolismo celular, se ha
determinado la posible interaccidon de p20 y/o p25 con enzimas relacionadas con
el metabolismo de proteinas y lipidos, asi como con enzimas relacionadas con la
produccién de energia, como ATPasas y proteinas de unién al ATP. Estas mismas
proteinas se vieron alteradas en plantas de pomelo y ND infectadas con la
bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus. Dicha alteracion resulté beneficiosa
favoreciendo el proceso de infeccién (Nwugo et al., 2013: Fu et al., 2016).

La proteina multifuncional gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es un
enzima que actlia como oxido-reductor en la glicdlisis, como receptor de
sefializacion celular (Raje et al., 2007) e interviene en numerosos procesos
relacionados con la fusion de membrana (Glaser et al., 1995), el dinamismo
citoesquelético de la célula (Muronetz et al.,2002), la apoptosis celular (Hara et
al., 2005; Sen et al., 2008; Gani et al., 2016), el mantenimiento de la integridad
gendmica (Sundararaj et al., 2004; Demarse et al., 2009; Nicholls et al., 2012), la
replicacion y reparacion del DNA celular y en la traduccidn, sintesis y localizacién
del RNA celular (Sirover et al., 1999; 2005; 2011; 2014; Michael et al., 2016),
incluyendo el RNA de transferencia o incluso el RNA viral (Zasloff et al., 1983;
Carmona et al., 1999). Estudios realizados en N. benthamiana mostraron la union
especifica de la enzima GAPDH con las cadenas + del RNA viral del virus del
mosaico del bambu (Bamboo mosaic virus, BaMV). Esta unién impide la sintesis
del RNA negativo, deteniendo el proceso de replicacidén, lo que implica la
disminuciéon de la propagacion viral y por tanto su funcidn protectora frente a la
infeccién viral (Prasanth et al,, 2011). Sin embargo, otros virus como TBSV o el
virus de la necrosis del pepino (Cucumber necrosis virus, CNV) establecen una
relacién de cooperacién con la enzima GAPDH, la cual secuestra las cadenas
negativas del RNA viral en el complejo de replicacion y facilita la acumulacion de
cadenas positivas, incrementando la replicacion viral (Wang et al., 2008; Huang et
al., 2011). La replicacion y acumulacion de TBSV y CNV se vieron drasticamente
afectadas en plantas de N. benthamiana silenciadas para GAPDH, lo que mostré
qgue la inhibicién de GAPDH disminuye la acumulacién viral. En TBSV se ha
observado que dicha proteina celular forma parte del complejo de replicacion
junto con la chaperona HSP70 y las proteinas virales p33 y p92°° (Wang et al.,
2008; Huang et al., 2011). La posible interaccion directa o indirecta de GAPDH con
p20 y p25 de ambos aislados de CTV podria afectar a la multiplicacién de CTV y al
éxito de la infeccidn.
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La posible interaccidon de p25-T36 con proteinas del citoesqueleto, como las j3-
tubulinas, sugiere que p25 podria estar relacionada con el movimiento a corta
distancia del virus. Se sabe que la B-tubulina interviene en la formacién de los
microtubulos, que son esenciales para al movimiento célula a célula de los virus
(Liu y Nelson, 2013). En estudios protedmicos que compararon plantas de citricos
infectadas y no infectadas por CTV se observé un aumento de la expresion de esta
proteina en las plantas infectadas (Fujita et al., 2013; Laino et al., 2016). El hecho
de que p25-T318A no parezca interaccionar con este tipo de proteinas
citoesqueléticas de la planta, podria explicar en parte, la falta de movimiento del
virus en plantas de N. benthamiana inoculadas con este aislado.

Entre las proteinas con funcién de uniédn encontradas en este estudio, cabe
destacar la subunidad 25 KD del factor de especificidad de poliadenilacion/
escision celular, la cual estd implicada en la unién y transporte de proteinas y
mRNAs al interior del nucleo celular en plantas de A. thaliana (Hunt et al., 2008).
Su posible interaccién con p25-T36 podria explicar la localizacion nuclear
observada (J. Navarro, 2017) para esta proteina de cubierta.

Se ha encontrado una potencial interaccién de p20 de CTV con diversas proteinas
relacionadas con la respuesta de defensa de la planta, dandose diferencias
importantes segun el aislado de CTV. Asi, se ha observado la posible interacciéon
de p20-T36, pero no de p20-T318A, con la proteina CERK1 (homdloga de Bti9), la
cual presenta un dominio transmembrana que estd relacionado con el
reconocimiento extracelular de secuencias PAMPs producidas por patdgenos
(Gimenez-lbanez et al., 2009a). Estudios in vitro de la actividad quinasa de Bti9
han correlacionado su presencia con un aumento de la enzima Glutatione S-
Transferasa TAUS8, proteina relacionada con la respuesta a estrés y que también
presenta posible relacion indirecta con p20-T36. Mediante la técnica del doble
hibrido en levadura se ha determinado la interaccidn directa del determinante de
patogenicidad AvrPtoB de Pseudomas syringae pv. Tomato (Pst) y Bti9, interaccion
gue inhibe la actividad quinasa de Bti9 y suprime la defensa basal o PTl (Godmez-
GOmez et al.,, 2001; Abugamar et al., 2008; Zeng et al, 2012). Plantas de A.
thaliana mutadas cerkl y plantas de tomate delecionadas bti9 mostraron un
incremento en la susceptibilidad a la infeccién por Pst, lo que demuestra que
ambas proteinas quitinas juegan un papel importante en el reconocimiento de
secuencias PAMPs del patdgeno (Miya et al., 2007; Wan et al., 2008; Zeng et al.,
2012). Ademas, en A. thaliana, CERK1 es responsable de la deteccidn de proteinas
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fungicas PAMPs necesarias para la induccidn de la respuesta PTI. Asi, plantas
silenciadas para CERK1 mostraron un aumento de la sensibilidad a infecciones
cursadas por el hongo Zymoseptoria tritici, cuya proteina efectora Mg3LysM
interacciona con CERK1 para evadir las defensas PTl de la planta (Lee et al., 2014).
Adicionalmente, p20-T36 podria interaccionar con la proteina SABP3 de la ruta del
AS, cuya carboxilacién es necesaria para el desencadenamiento de esta ruta de
defensa. La inhibicién de dicha carboxilacién confiere una regulacién negativa de
las defensas de la planta (Wang et al., 2009). Plantas de N. benthamiana sabp3,
silenciadas para esta proteina, presentaron una mayor susceptibilidad a la
infeccidn cursada por el hongo Phytophthora infestans (Restrepo et al., 2005).
Estudios previos mostraron que la inhibicion de la carboxilacion de SABP3 resulté
en la inhibicién de la respuesta HR en plantas de N. benthamiana co-infiltradas
con el gen de resistencia Pto del tomate y el gen de virulencia de Pst, avrPto
(Slaymaker et al.,, 2002). La posible interaccion diferencial de p20 con estas
proteinas de la planta podria relacionarse con un mecanismo de evasién de las
defensas basales de N. benthamiana por parte del aislado T36, que no se daria en
el aislado T318A.

La enzima glutamato descarboxilasa 1 (GAD1) es dependiente de Ca®" y actua
mayoritariamente en las raices de las plantas (Zik e t al., 1998) con una funcion
importante en la regulacidon del GABA frente a procesos de estrés bidtico (Bouché
et al., 2004). De hecho, en plantas de N. tabacum infectadas con A. tumefaciens,
el GABA modula la sefial “quorum- sensing” entre el patégeno y la planta,
actuando como una sefial entre ambos que puede afectar a la virulencia del
patégeno (Chevrot et al., 2006). La posible interaccion de la enzima GAD1 en
plantas agroinfiltradas exclusivamente con p20-T36, podria indicar la implicacion
directa o indirecta de dicha proteina en la activacién de GABA, y por consiguiente,
en una alteracion de la resistencia de la planta frente a este aislado de CTV.

Por el contrario, la proteina p20 del aislado T318A podria interaccionar con la
proteina SYTA. Esta proteina pertenece a una gran familia de proteinas de unién a
Ca?* y estd descrita como proteina encargada de la sinapsis vesicular en procesos
de endo/exocitosis (Chapman, 2008). Mediante doble hibrido en levadura se ha
demostrado la uniéon especifica de la proteina SYTA de A. thaliana con la proteina
de movimiento del virus del rizado de la hoja de la col (Cabbage leaf curl virus,
CalCuV), del virus del rizado de la hoja de la calabaza (Squash leaf curl virus
SqLCV) o de TMV. En plantas de A. thaliana mutadas para dicha proteina, se
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observd una reduccidn en la acumulacién viral en infecciones cursadas por estos
virus, indicando que SYTA regula el movimiento del virus célula a célula. Las
proteinas de movimiento de los virus facilitan su trasporte hasta los
plasmodesmos para el traspaso a las células vecinas aprovechdndose de la via de
reciclaje endocitico mediada por SYTA (Lewis et al., 2010; Levy et al.,, 2015);
alteran la permeabilidad de los plasmodesmos, forman parte de los complejos
canales trans-membrana que regulan la comunicacion célula-célula y coordinan la
replicacion y transporte de los genoma virales (Uchiyama et al., 2014; Levy et al.,
2011). La proteina SYTA es necesaria para formar los sitios de unién entre el
reticulo endoplasmatico y la membrana plasmatica en los plasmodesmos,
necesarios para que las proteinas de movimiento virales se acumulen en los
plasmodesmos. De este modo, SYTA regula el trafico de las proteinas de
movimiento de los virus TMV, CalLCuV, el virus del mosaico de nabo (Turnip
mosaic virus TuMV) y el virus del aclaramiento de las nerviaciones del nabo
(Turnip vein clearing virus, TVCV) y es necesaria para que TuMV, CalLCuV y TVCV
infecten A. thaliana (Lewis et al.,, 2010; Levy et al., 2015). Adicionalmente, la
proteina de divisién celular CDC48 de A. thaliana se induce en infecciones
causadas por TMV e interactua con las proteinas de movimiento viral presentes
en las inclusiones del reticulo endoplasmatico, promoviendo la conexion de las
proteinas de movimiento con los microtibulos de los plasmosdesmos (Niehl et al.,
2012). La posible interaccion de estas proteinas de la planta con p20-T318A
refuerza su implicacion como proteina de movimiento, algo sugerido previamente
en plantas de citricos (Tatineni, 2008). Su alteracién podria explicar, en parte, el
déficit de movimiento celular del aislado T318A observado en el huésped N.
benthamiana. Por otro lado, esta proteina viral podria estar relacionada con la
proteina LYK4, receptor quinasa rico en motivos LysM, el cual juega un papel
importante en el reconocimiento de secuencias PAMPs (como la quitina) y en la
respuesta inmune innata en plantas de A. thaliana infectadas con Pst y el hongo
Alternaria brassicicola (Wan et al., 2012).

Entre las proteinas que potencialmente interaccionarian con p25 de T36 pero no
con p25-T318A, se encuentran diferentes factores del citoesqueleto celular, como
los factores de despolimerizacion de la actina, ADF2, 6 y 8 que favorecen el
movimiento viral célula a célula y su entrada en el floema de la planta, proceso
necesario para la infeccion sistémica. De igual modo, esta proteina viral podria
estar implicada en la regulacidn de las rutas de sefializacién dependientes de ROS,
en el mantenimiento de la homeostasis redox, como la proteina 2-Cis-
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Peroxiredoxina B (Cerveau et al., 2016), en la regulacidon de CKs que controlan la
respuesta inmune o en la interaccion con enzimas relacionadas con el
silenciamiento post-transcripcional y la metilacion del DNA, como la proteina
SAH1 (Mull et al.,, 2006). Esto, podria explicar en parte, que T36 produzca una
infeccidn sistémica en N.benthamiana a diferencia de T318A.

Entre las interacciones especificas de p25 del aislado T318A, hay que destacar las
proteinas PR4 y TRX-H9. La primera, se ha descrito como una proteina con fuerte
actividad antifungica y se ha observado el aumento de su mRNA en infecciones
causadas por TCV (Bertini et al., 2012). Por otra parte, las tioredoxinas participan
en numerosas reacciones redox de la célula. Concretamente, las enzimas TRX tipo
h regulan la degradacion de la proteina NPR1 en el citoplasma (Tada et al., 2008) y
mas especificamente TRX-H9, participa en: i) la regulacion de la homedstasis
redox esencial para prevenir el dafio celular y ii) en el crecimiento y desarrollo
celular (Wu et al, 2016). En plantas de pimiento, las tioredoxinas tipo h
intervienen en los mecanismos de defensa frente a la infeccion por CMV (Luna-
Rivero et al., 2016). Mientras que en plantas de A. thaliana, TRX-H9 se ha
relacionado con la comunicacidn entre células mediante la movilizaciéon de
sefiales redox para prevenir el dafio oxidativo (Meng et al.,, 2010). Por otro lado,
las tioredoxinas tipo h se han descrito en E. coli como proteinas necesarias para el
ensamblaje de los fagos filamentosos fl y M13 (Russel y Model, 1985). La
sobreexpresion de tioredoxinas tipo h en plantas de N. tabaccum confiere
resistencia frente a la infeccion por TMV y CMV, los cuales ven reducida su
multiplicacidn y patogenicidad (Sun et al., 2010). La interaccion directa de la TRX-
H9 con p25-T318A, demostrada mediante BIFC en este trabajo, explicaria su
localizaciéon citoplasmatica, relaciona directamente a p25-T318A con estas rutas
de defensa y podria explicar la falta de infectividad de N. benthamiana, observada
en este aislado, como consecuencia del desencadenamiento de diferentes
estrategias de defensa de la planta.

El PTGS es un mecanismo de defensa muy especifico y versatil frente a las
infecciones inducidas por multiples virus de RNA (Ding et al, 2013). Las
principales enzimas implicadas en el silenciamiento antiviral son las enzimas DCL,
las proteinas AGO vy las polimerasas RDR. Las DCL estan encargadas de degradar
las moléculas de dsRNA y producir los siRNAs. Las proteinas AGO1 y AGO2 estan
asociadas con siRNAs de 21 y 22 nt, mientras que AGO4 lo esta con siRNAs de 24
nt (Morel et al., 2002; Qu et al., 2008; Alvarado et al., 2011; Zhang et al., 2006;

156



Capitulo 2

Csorba et al., 2010). AGO1 estd implicada en la defensa frente a CMV (Morel et
al., 2002), TCV (Qu et al., 2008; Azevedo et al., 2010) y frente a BMV (Dzianott et
al., 2012). AGO2 esta implicada en la defensa frente a TCV (Harvey et al., 2011),
PVX (Jaubert et al., 2011), CMV (Zhang et al., 2012; Harvey et al., 2011) y TuMV
(Zhang et al., 2012). Mientras que AGO4 esta implicada en la defensa frente a
CMV mediada por el silenciamiento transcripcional (TGS) (Hamera et al., 2012;
2016). Finalmente, las polimerasas RDR amplifican los productos resultantes del
complejo RISC, aumentando la sefial de silenciamiento. No obstante, la mayoria
de los virus codifican una o mas proteinas supresoras del silenciamiento como
mecanismo de contra-defensa. Asi, la proteina supresora 2b de CMV inhibe la
accion de AGO1 (Zhang et al., 2006) y se une al complejo AGO4 + siRNA alterando
su accion (Hamera et al., 2012) y las proteinas p0O de Polerovirus y p25 de PVX
interaccionan directamente con AGO1, AGO2 y AGO4, provocando su degradacién
mediante el sistema UPS (Bortolamiol et al., 2007; Chiu et al., 2010). El supresor
de silenciamiento HCPro de TuMV actua secuestrando los siRNAs virales, lo que
imposibilita su integracion en el complejo RISC y en consecuencia, la degradacién
del gRNA por las proteinas AGO (Garcia-Ruiz et al., 2015). Ademas, se han descrito
diferentes determinantes de patogenicidad y/o proteinas de movimiento viral con
capacidad supresora (Li y Ding, 2006) directa o indirecta. Asi, se ha descrito la
proteina de cubierta de ToRSV (Karran y Sanfacon, 2014), proteinas implicadas en
el movimiento del virus a larga distancia, como la p38 de carmovirus y p19 de
tombusvirus, que interceptan las moléculas de siRNA de 21 nt (Diaz-Penddn y
Ding, 2008) o la proteina de movimiento TGBp3 del virus PVX. Esta ultima, induce
el incremento de la proteina celular SKP1 (proteina de la familia E3 ubiquitin
ligasa) y facilita la degradaciéon de AGO1, a su vez unida a la proteina supresora
TGBpl del virus, lo que sugiere que ambas proteinas virales actuarian
conjuntamente para regular las defensas de la planta, aumentando su
susceptibilidad ante la infeccidn viral (Ye et al.,, 2011). La interaccidn directa de
AGO1 y AGO4 con las proteinas p20 y p25 de ambos aislados de CTV, demostrada
en este estudio mediante BIFC y en el caso de AGO4 también mediante doble
hibrido, refuerza el papel crucial que juegan estas proteinas en la superacién de
las defensas de la planta como supresores del PTGS.

La extensa red de proteinas de la planta con capacidad de interaccién directa o
indirecta con p20 y/o p25 de CTV, que participan en numerosas rutas metabdlicas
como la fotosintesis, la organizacion citoesquelética o las defensas de la planta
frente a una invasidn viral: i) muestran la capacidad multifuncional de p20 y p25
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de ambos aislados, ii) corroboran el papel de ambas proteinas en la defensa de la
planta como supresores del silenciamiento post-transcripcional a corta y/o larga
distancia, previamente descrito (Lu et al., 2004; Moreno et al., 2007) y iii) sugieren
su implicacion como posibles proteinas de movimiento, especialmente la de p25-
T36 en N. benthamiana y la de ambas p20. Asi mismo, las interacciones proteina-
proteina diferenciales entre ambos aislados y la planta abren el camino al
entendimiento de la sintomatologia especifica inducida por de cada aislado en N.
benthamiana y en su huésped natural.

La reducida red de interaccién observada para p25-T318A con factores de la
planta, respecto al observado para el resto de proteinas virales estudiadas, asi
como, la deteccién de determinadas interacciones que pueden relacionarse con
infecciones incompatibles virus-huésped, podria explicar la incapacidad de dicho
aislado para inducir infeccidn sistémica en N. benthamiana.
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1. INTRODUCCION

El virus de la tristeza de los citricos causa importantes enfermedades en los
citricos a nivel mundial, incluyendo el decaimiento de arboles propagados sobre
NA, SY en pomelo y NA de semilla, y SP en diferentes variedades de citricos
(Dawson et al., 2015; Moreno et al., 2008). El decaimiento de variedades de ND,
pomelo y mandarino, propagadas sobre NA, ha provocado la pérdida de alrededor
de 100 millones de arboles y ha forzado en los paises afectados el desarrollo de
una nueva citricultura basada en al uso de patrones tolerantes al decaimiento
(Moreno y Garnsey, 2010), a pesar que el NA presenta excelentes cualidades
agrondmicas como son la adaptacién a la mayoria de los tipos de suelo, la
capacidad de inducir frutos de alta calidad y la tolerancia a muchos factores
abidticos y bidticos, cualidades que no presentan los nuevos patrones (Lee y
Keremane, 2013; Moreno y Garnsey, 2010).

En campo, las plantas propagadas sobre NA infectadas con CTV, suelen presentar
necrosis en los tubos cribosos por debajo de la linea de unidn entre el patrén y el
injerto. Esta mala unién desencadena en el patrédn una reduccion del floema
funcional que limita el aporte de carbohidratos a las raices. Este hecho conduce a
la muerte de las raices secundarias, lo cual provoca un aporte insuficiente de agua
y sales minerales a la parte aérea de la planta y favorece la aparicién de los
sintomas de decaimiento (Schneider, 1959). Sin embargo, la necrosis del floema
no se observa en plantas de NA de semilla infectadas con CTV o en plantas
propagadas sobre patrones tolerantes al decaimiento. Por otra parte, algunos
aislados avirulentos de CTV, como el aislado de origen espafiol T385, no inducen
decaimiento de las variedades propagadas sobre el patrén NA (Albiach-Marti et
al., 2000a; Vives et al., 1999).

Los desdrdenes observados en la unién entre el injerto y el patrén NA podrian ser
consecuencia de la activacidn de los mecanismos de defensa del NA para prevenir
o retrasar la invasidn y acumulacion de CTV. Existen evidencias indirectas de la
resistencia del NA frente a la infeccién cursada por CTV. Asi, i) la carga viral
observada en huéspedes susceptibles a CTV como el ND o la LM alcanza su
maximo en la primera brotacién después de la inoculacién, mientras que en el NA
esta carga aumenta progresivamente a lo largo de varios meses tras la infeccion
(Comellas, 2009), ii) la distribucion de CTV en NA es irregular y presenta una
acumulacién menor en comparacion con los huéspedes susceptibles (Comellas,
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2009; Folimonova et al., 2008; Ruiz-Ruiz et al., 2007), iii) la inoculacién de plantas
de NA con una construccién del aislado T36 de CTV que expresa la proteina verde
fluorescente (GFP) reveld que el virus presenta un movimiento célula a célula
deficiente (Folimonova et al., 2008) y iv) la expresidon ectépica de la proteina
supresora del silenciamiento p23 en plantas transgénicas de NA produjo un
incremento en la acumulacién del aislado de CTV T36 (Fagoaga et al., 2011).
Ademads, la acumulacidn viral y su distribucidn entre la parte aérea y las raices del
NA pueden diferir entre aislados de CTV (Comellas, 2009; Harper et al., 2014).

En general, la acumulacién y el movimiento de los virus en sus huéspedes estan
restringidos por la activacién de mecanismos de defensa como las rutas del AS y
del PTGS. El AS es una hormona de la planta que puede ser inducida por diversos
patdgenos, incluidos los virus. Esta fitohormona es necesaria para la activacién de
las defensas basales, incluyendo la ETI y la SAR. La acumulacidon de AS en
interacciones incompatibles patégeno-planta desencadena la ETI y la PCD, que
impide la invasién de otros tejidos por el patégeno. El aumento de AS también se
ha observado en interacciones compatibles patégeno-planta, en las que no se
producen los sintomas de necrosis celular (Fu and Dong, 2013; Mandani and
Scholthof, 2013). Asi mismo, la sobre-expresion de los genes de biosintesis del AS
o tratamientos directos con AS sobre plantas de N. benthamiana aumentan su
resistencia frente a infecciones viricas (Lee et al., 2011; White, 1979). Por el
contrario, la expresion en plantas transgénicas de la enzima bacteriana salicilato
hidroxilasa, que hidroliza el AS, compromete la defensa de la planta (Baebler et
al., 2014; Jovel et al., 2011). El gen NPR1 es el regulador por excelencia de la ruta
de sefializacién del AS (Dong, 2004). En diversos trabajos, se ha descrito que
plantas mutantes nprl (deficientes en la expresion de NPR1) presentan
comprometida su resistencia frente a patdgenos, mientras que las plantas
mutantes npr3-npr4 (ambos paralogos de nprl), que codifican dos proteinas
receptoras del AS involucradas en la degradacién de la proteina NPR1, presentan
esta resistencia basal aumentada (Fu et al., 2012; Zhang et al., 2006). Del mismo
modo, mutantes npr3-npr4 de A. thaliana son incapaces de inducir una PCD en
infecciones causadas por el patégeno Pseudomonas syringae (Zheng et al., 2012).

Otro mecanismo importante de defensa de la planta frente a virus es el de PTGS.
Como se ha indicado en la introduccidon general, este proceso se desencadena por
la presencia de moléculas de dsRNA. Estas son digeridas por ribonucleasas DCL
que producen siRNAs de 21-24 nt, lo cuales se incorporan al complejo RISC que
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contiene ribonucleasas tipo AGO y dirige la digestion de RNAs homdlogos a estos
siRNAs. A su vez, los siRNAs pueden ser utilizados como cebadores en la sintesis
de nuevas moléculas de dsRNA mediante la accidn de RDRs. Estas nuevas
moléculas de dsRNA seran digeridas por DCLs produciendo la acumulacién de
siRNAs secundarios y amplificando asi la sefial de silenciamiento (Baulcombe,
2004).

Existen diversas polimerasas RDR, entre las que se encuentra la RDR1 que estd
involucrada en la resistencia a virus mediada tanto por la ruta del AS como por la
de PTGS (Alamillo et al, 2006; Hunter et al., 2013). Se ha descrito que la expresion
del gen RDR1 aumenta en LM tras la infeccién por CTV (Gandia et al., 2007) y que
la produccién de los siRNAs de 21 y 22 nt estda mediada por la expresién de los
genes DCL2 y DCL4 (Ruiz-Ruiz et al., 2011). Estos siRNAs son los mas abundantes
en plantas de citricos infectadas con CTV (Ruiz-Ruiz et al., 2011).

Como contra-defensa, los virus de plantas codifican una serie de proteinas que
actian como supresores del PTGS (Csorba, 2015) o de la ruta de sefializacién del
AS (Laird et al., 2013) con el fin de vencer los mecanismo de defensa de la plantay
progresar en la infeccion. En el caso de CTV, como se ha comentado
anteriormente, las proteinas p20, p23 y p25 actian como supresores del PTGS a
corta y/o a larga distancia (Lu et al., 2004).

Una estrategia muy atractiva, utilizada durante los Ultimos afios para la
determinacién de la funcidn génica, es el uso de VIGS. Esta tecnologia, se basa en
el PTGS para silenciar genes de interés de la planta y estudiar su funcion mediante
genética reversa. Para ello, se emplea el genoma de un virus como vector donde
insertar los genes (o fragmentos de genes) de interés de la planta. Tras la
inoculacidn de las construcciones viricas en la planta, el procesamiento del dsRNA
viral por las enzimas DCL da lugar a siRNAs que guian la degradacion tanto del
virus como de los mRNAs del gen o conjunto de genes homdlogos a la secuencia
insertada en el vector. De este modo, la planta muestra un fenotipo de pérdida de
funcién de los genes en estudio. (Burch-Smith et al., 2004; Senthil-Kumar vy
Mysore, 2011). El uso de vectores virales presenta ventajas frente a la
mutagénesis o transformacion genética, como la posibilidad de estudiar la funciéon
de muchos genes en un corto periodo de tiempo. Este hecho es muy importante
en citricos ya que estos presentan largos periodos juveniles (6-8 afios) y la
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transformacion genética de citricos adultos es muy complicada (Cervera et al.,
2008).

Anteriormente, en el laboratorio se desarrollaron varios vectores virales basados
en el genoma completo de CLBV (Aglero et al, 2012, 2014). CLBV pertenece a la
familia Betaflexiviridae y es la especie tipo del género Citrivirus. Sus viriones
presentan una morfologia filamentosa, con una longitud media de 960 nm y un
didametro de 14 nm. Estan formados por una molécula de RNA monocatenario de
polaridad positiva, de 8.747 nt, organizada en tres ORFs y dos extremos UTRs de
73 y 541 nt. La ORF 1 se expresa a partir del gRNA y codifica una poliproteina
requerida para la replicacidn del virus, mientras que las ORFs 2 y 3 se expresan a
través de sgRNAs que codifican las proteinas de movimiento y de cubierta,
respectivamente (Renovell et al.,, 2010, Vives et al., 2001, 2002). Los vectores
virales desarrollados se han utilizado para la sobre-expresion de un gen concreto
de la planta, la expresién de un gen fordneo o para el estudio de la funcion de
genes de la planta mediante genética reversa (Agliero et al.,, 2012, 2014,
Veldzquez et al., 2016).

La recuperacion del uso del patrén NA seria del maximo interés para la citricultura
espanola, dada su superioridad agrondmica en comparacién con los actuales
patrones tolerantes. Sin embargo, dado el caracter endémico de CTV en la
mayoria de las zonas citricolas espafiolas, esto requeriria el desarrollo de técnicas
capaces de reducir o evitar el decaimiento y muerte de las plantas propagadas
sobre NA. El conocimiento del mecanismo molecular de la resistencia del NA
frente a la infeccién por CTV es un paso previo imprescindible para el desarrollo
de estas técnicas. Con el fin de avanzar en este conocimiento, se estableci6 como
objetivo para el tercer capitulo de esta tesis analizar la implicacién de las rutas del
PTGS o de sefializacion del AS en la defensa del NA frente a la infeccidn por CTV.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Utilizacidn de VIGS con un vector viral basado en el genoma completo de
CLBV para analizar la implicacion de las rutas del AS y el PTGS en la
defensa del NA frente a CTV

2.1.1. Obtencidn de los vectores virales basados en el genoma de CLBV

Para estudiar la funcion de los genes RDR1, NPR1, NPR3, NPR4, DCL2 y DCL4 en la
defensa del NA frente a CTV mediante genética reversa, se obtuvieron los genes
ortélogos de citricos correspondientes a partir de las secuencias de aminoacidos
de las proteinas RDR1, NPR1, NPR3, NPR4, DCL2 y DCL4 de A. thaliana usando la
base de datos Phytozome 9.1 (https:// phytozome.jgi. doe.gov/pz/portal.htm) y
un alineamiento entre secuencias mediante BLASTX. La identidad nucleotidica

entre las secuencias de A. thaliana y C. sinensis fue del 66 % para RDR1, del 67%
para NPR1, del 73 % para NPR3, del 72 % para NPR4, del 67 % para DCL2 y del 88
% para DCL4, con una regidn solapante (query cover) del 93, 54, 8, 40, 89 y 73%
respectivamente.

Los diferentes fragmentos de los genes de citricos RDR1 (GenBank 102608479),
NPR1 (GenBank 102617188), NPR3 (GenBank 102621158), NPR4 (GenBank
102622086), DCL2 (GenBank 102617691) y DCL4 (GenBank_102621372) se
amplificaron mediante RT-PCR a partir de extractos de RNAt de ND. La reaccién de
RT-PCR se llevé a cabo con la enzima Pfu DNA polymerase (PROMEGA) vy los
cebadores RDR1F-RDR1R, NPR1F-NPR1R, NPR3F-NPR3R, NPR4F-NPR4R, DCL2F-
DCL2R y DCL4F-DCL4R (Tabla 1) para amplificar fragmentos de 280 (RDR1), 240
(NPR1), 171 (NPR3), 134 (NPR4), 142 (DCL2) y 178 pb (DCL4), respectivamente. El
programa térmico incluyé una etapa de retro-transcripcion de 30 min a 48°C
seguida de una desnaturalizacion inicial de 2 min a 95°C, 5 ciclos de 30 s a 95°C, 30
s a 60°Cy 1 min a 72°C, 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 65°C y 1 min a 72°C, con
una extension final de 10 min a 72°C. En el caso de las parejas de genes NPR3-
NPR4 'y DCL2-DCL4, se amplific6 por separado cada fragmento génico,
posteriormente se fusionaron en tandem los dos elementos de cada pareja
mediante ligacion con la enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs) y se
amplificaron los fragmentos fusionados mediante PCR con la enzima Pfu DNA
polymerase y los iniciadores externos NPR3F-NPR4R o DCL2F-DCL4R siguiendo un
programa térmico similar al descrito anteriormente. Asi se obtuvieron los

167


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=102608479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=102621158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=102622086

Capitulo 3

fragmentos NPR3-NPR4 de 305 pb y DCL2-DCL4 de 320 pb, respectivamente.
Todas las reacciones se llevaron a cabo con cebadores fosforilados.

Para la clonacién de los distintos fragmentos se utilizé el vector viral clbv3’. Este
vector se obtuvo modificando el clon infeccioso CLBV-IC previamente descrito
(Vives et al., 2008a), que contiene la secuencia completa de cDNA del gRNA de
CLBV clonado en el vector binario pBIN19, entre la secuencia duplicada del
promotor 35S de CaMV y el NOS-T. Este plasmido se mutd para introducir un
Unico sitio de restriccion Pmll entre el codén de parada del gen de la CP y Ia
3'UTR, generando el vector c/lbv3™ (Agliero et al., 2012). Los distintos fragmentos
fordneos RDR1, NPR1, NPR3-NPR4 y DCL2-DCL4 se clonaron en el vector clbv3’,
previamente digerido con Pmll y defosforilado siguiendo técnicas estdndar
(Sambrook et al., 1989). Las construcciones clbv3’-RDR1, clbv3'-NPR1, clbv3-
NPR3-4 y clbv3'-DCL2-4 generadas (Figura 1) se confirmaron por secuenciacién.
Cada una se utilizé para transformar células electrocompetentes de A.
tumefaciens cepa COR 308 (amablemente cedida por la Dra. C.M. Hamilton,
Cornell Research Foundation) portadora del plasmido pCH32 que contiene copias
extra de los genes de virulencia virG y virE.

2.1.2. Agroinfiltraciéon de N. benthamiana con las construcciones derivadas de
clbv3’ e inoculacion en citricos de los viriones producidos

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.3.1 de materiales y métodos del
capitulo 1, se agroinfiltraron 6 plantas de N. benthamiana con cada una de las
construcciones clbv3™-RDR1, clbv3'-NPR1, clbv3’-NPR3-4 y clbv3’-DCL2-4,
utilizando como control el vector clbv3" vacio.

Transcurridos 28 dpi, se realizd la semi-purificacion de viriones de cada
construccion. Para ello, todas las hojas y tallos de las 6 plantas de N. benthamiana
se pulverizaron con N; liquido y el polvo se homogenizé en un tampdén 50 mM
Tris-HCI, 0,1% de acido ascdorbico y 0,2% de cisteina a pH 6,5. La mezcla se incubd
30 min en hielo con una agitacion suave, se filtr6 a través de varias capas de
muselina y el extracto bruto se clarific6 mediante centrifugacion durante 10 min a
4.000 g, 10 min 2 6.000 gy 10 min a 10.000 g, a 4 °C, con la finalidad de eliminar
los restos celulares. El sobrenadante se centrifugd durante 1,5 h a 225.000 g y el
precipitado resultante se re-suspendié en tampdn 50 mM Tris-HCl con 20% de
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sacarosa. Estas preparaciones, que contenian los viriones semi-purificados de las
correspondientes construcciones derivadas de clbv3® o del control clbv3™ (wild
type CLBV, WT-CLBV), se inocularon mecdnicamente en plantas de limonero
rugoso mediante la utilizacion de un escalpelo, siguiendo el protocolo
previamente descrito (Garnsey et al., 1977). Tras la deteccién de CLBV mediante
RT-PCR, dichas plantas se utilizaron como fuente para inocular por injerto plantas
de NA de semilla o de patrén limonero rugoso utilizado para propagar yemas de
NA.

Clbv3’
ORF 1(RP) ORF2 ORF3 Pmh
B MT B <BDT PROI HEL I RiRp v cp gRNA
GAAAAG...
Pmh Pmh
Fragmento
+l ‘:’ gen citrico
MT HIkBIOTUPRAl HEL RARp guvieel  CP RDR1
MT RIkBIOTUPRA HEL RdRp NI cp | NPR1
MT AIkBIOTEPRAl HEL S — NPR3-4

MT AlkBIOTUPRA HEL RARD mm v P DCL2-4

Figura 1: Esquema de los vectores utilizados en VIGS. Los rectangulos representan las
ORFs y en su interior se indican los dominios que codifican: RP, replicasa; MT,
metiltransferasa; AlkB y OTu, peptidasas del tipo AlkB y OTu; PRO, proteasa; HEL, helicasa;
RdRp, RNA polimerasa dependiente de RNA; MP, proteina de movimiento; CP, proteina de
capsida. Los rectangulos de color representan los fragmentos de los genes RDR1, NPR1,
NPR3-4 y DCL2-4 de citricos clonados en el sitio Unico Pmll del vector viral c/lbv3’.
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Se realizaron 2 experimentos diferentes. En el primero, se inocularon 15 plantas
de NA de semilla con cada una de las construcciones c/bv3™-RDR1, clbv3'-NPR1,
clbv3’-NPR3-4 vy clbv3'-DCL2-4, asi como con el control c/lbv3® (WT CLBV).
Transcurrido un mes, 5 plantas de NA inoculadas con cada una de las
construcciones derivadas de clbv3” o con el control y 5 plantas de NA sanas, se
inocularon con el aislado T36-GFP, el aislado virulento T318A (GenBank
DQ151548) o el aislado asintomatico T385 de CTV (GenBank Y18420). En el
segundo experimento, se propagaron yemas de NA sobre 5 plantas de limonero
rugoso que simultdaneamente se inocularon con viriones derivados de cada una de
las construcciones c/lbv3’-RDR1, clbv3'™-NPR1 y clbv3'-DCL2-4 o del control clbv3’y
con el aislado de CTV T36-GFP. Por otra parte, se propagd NA sobre 10 plantas de
limonero rugoso simultdneamente inoculadas con la construccion clbv3 -NPR3-4.
Cinco de estas plantas se inocularon con el aislado T36-GFP y otras 5 con el
aislado T318A de CTV.

Durante el desarrollo de los experimentos, los citricos se mantuvieron en
invernadero a 18/26°C (dia/noche) y se cultivaron en macetas de plastico de 2 L
con una mezcla de 50% de arena y 50 % de turba y se fertilizaron siguiendo un
procedimiento estandar (Arregui et al., 1982).

2.2. Estudio de los sintomas y distribucidn viral en plantas de NA infectadas
con distintos aislados de CTV

El crecimiento de las plantas de NA de semilla se compard midiendo la longitud de
los brotes y el peso de corteza y raices secundarias en la primera y segunda
brotacion (3 y 6 meses post-inoculacién, aproximadamente), mientras que en las
plantas de NA propagado sobre limonero rugoso se analizé Unicamente la corteza.
Para estimar la carga viral en ambas brotaciones se utilizd toda la corteza de los
brotes y una muestra de raices secundarias. En la primera brotacidn, y tras tomar
las muestras de raices de NA, las plantas se repusieron en sus macetas, mientras
gue en la segunda brotacidén se desenterrd, limpid y pesod el sistema radicular
completo para analizar posibles diferencias en su crecimiento como consecuencia
de la infeccién por CTV.
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Para cuantificar la carga viral de CTV mediante RT-qPCR, se extrajo el RNAt de 500
mg de las muestras de corteza y raices secundarias pulverizando el tejido fresco
con N3 liquido y utilizando un protocolo estandar consistente en dos extracciones
con fenol en tampdn TCES (0,2 M Tris-Cl, pH 8, 50 mM EDTA, 0,2 M NaCl, 2% SDS y
H,0 tratada con dietil-pirocarbonato), seguidas de una precipitacién con acetato
sédico 3 M, pH 5,2, y etanol absoluto. Los extractos de RNAt se re-suspendieron
en 100 pl de agua libre de RNasas y una alicuota se tratd con DNasa libre de
RNasas (Turbo DNA-free, Ambion). Las concentraciones de estas alicuotas se
cuantificaron por duplicado en el espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific), se ajustaron a 10 ng/ul y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion.

La cuantificaciéon absoluta del nimero de copias gendmicas de los diferentes
aislados de CTV se llevé a cabo mediante RT-qPCR utilizando las alicuotas de RNAt
obtenidas y la plataforma LightCycler® de Roche siguiendo el protocolo
desarrollado en nuestro laboratorio (Ruiz-Ruiz et al., 2007; 2009) tal como se ha
explicado en la seccion de material y métodos del Capitulo 1. La carga viral de
CTV en plantas sanas o en plantas con los genes RDR1, NPR1, NPR3, NPR4, DCL2 y
DCL4 silenciados se compard con la de muestras control pre-inoculadas con WT-
CLBV.

Para analizar la eficacia del silenciamiento de los genes en estudio, se cuantificd
los niveles de mRNA de los genes RDR1, NPR1, NPR3, NPR4, DCL2 y DCL4 en
plantas inoculadas con los distintos viriones recombinantes, con WT-CLBV o en
plantas sanas, mediante RT-gPCR usando la plataforma LightCycler® de Roche.
Para ello, las correspondientes muestras de RNAt de corteza o de raices
secundarias se sometieron a una retro-transcripcion de 40 min a 42°C seguida de
gPCR usando 0,3 uM de las correspondientes parejas de cebadores qRDR1F-
gRDR1R, gNPR1F-gNPR1R, gNPR3F-gNPR3R, qNPR4F-gNPR4R, qDCL2F-gDCL2R o
qDCL4F-qDCL4R (Tabla 1). Estos se diseflaron sobre un fragmento del gen
diferente al clonado en los vectores virales. El programa térmico incluyé una
etapa de desnaturalizacion inicial de 10 min a 95°Cy 45 ciclos de 2 s a 95°C, 10s a
62°Cy 15 s a 72°C. Se afiadié de nuevo un cuarto segmento de 2 s a 82°C, después
de la etapa de extensidn para leer la fluorescencia. La cantidad del mRNA de cada
gen fue normalizada respecto al nivel de expresion del gen actinl1 de citricos, que
en estudios previos mostré una expresion constante en distintos tejidos de la
planta (Gandia et al., 2007), utilizando en este caso los cebadores CiACT11qgF y
CiACT11gR (Tabla 1). El célculo de la cantidad del mRNA de cada gen silenciado se
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midié de forma independiente en las 5 plantas utilizadas y se llevd a cabo
mediante el método 27227 (Livak and Schmittgen, 2001). La expresidn relativa de
los transcritos RDR1, NPR1, NPR3, NPR4, DCL2 y DCL4 en plantas silenciadas se
compard con la de muestras control inoculadas con viriones WT-CLBV.

Finalmente, se monitorizaron las plantas infectadas con el aislado T36-GFP
mediante la observacidn de fluorescencia producida por la replicacién del virus.
Para ello, se examinaron muestras de corteza y de raices secundarias de la
primera y segunda brotacién con un estereomicroscopio Leica MZ16 (Leica
Microsystems, Heerbrugg, Switzerland), usando una fuente de luz de alta energia
y un filtro de GFP. Las imagenes se tomaron con una camara digital Leica DFC490 y
el software IM50 (Leica Microsystems).

2.3. Efecto de las proteinas supresoras del silenciamiento de CTV en la
ruta de sefializacion del acido salicilico

2.3.1. Construccidn de los cassettes de expresion de las proteinas p20,
p23 y p25 de CTV en el vector binario pCAMBIA para su
expresion in planta

Los genes codificantes para las proteinas p20, p23 y p25 de los diferentes aislados
de CTV se clonaron en un vector pCAMBIA 2300 (GenbanK AF2343315), que
contiene la secuencia del promotor 35S de CaMV y el terminador Nos-T. Para ello,
se amplificaron mediante RT-PCR las secuencias del gen p6, a partir de una
muestra de dsRNA de CaMV (amablemente cedida por la Dra. Aranzazu Moreno,
C.S.I.C., Madrid), o de los genes p20, p23 y p25 de CTV a partir de dsRNA de los
aislados T36, T318A y T385 utilizando la Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(New England BiolLabs) y las parejas de cebadores p6CaMVF-p6CaMVR, p20T36F-
p20T36R, p23T36F-p23R, p25T36F-p25T36R, p20T318AF-p20T318R, p23T318A-
p23R, p25T318AF-p25T318AR, p20T385F-p20T385R, p23T385F-p23R 0 p25T385F-
p25T385R (Tabla 1), respectivamente. El programa térmico incluyé una primera
etapa de retro-transcripciéon de 30min a 48°C, seguida de una etapa de
desnaturalizacion inicial de 30 s a 94°C y 35 ciclos de 15sa94°C,30sa 62°Cy 1
min a 72°C y una extension final de 5 min a 72°C. Todos los cebadores contenian
la secuencia BamH| en el extremo 5 y tras la digestién de los productos de PCR
con dicha enzima, se clonaron en el vector binario pPCAMBIA previamente digerido
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y defosforilado. Los productos de ligacion se transformaron en células
competentes de E. coli cepa JM109 mediante electroporacién. Una vez
confirmadas por secuenciacion las distintas construcciones pCAMBIA-p6CaMV,
pCAMBIA-p20T36, pCAMBIA-p20T318A, pCAMBIA-p20T385, pCAMBIA-p23T36,
pCAMBIA-p23T318A, pCAMBIA-p23T385, pCAMBIA-p25T36, pCAMBIA-p25T318A
y pPCAMBIA-p25T385, éstas se transformaron en células electrocompetentes de A.
tumefaciens cepa COR 308.

2.3.2. Ensayos de la actividad supresora de la ruta de seiializacion del
AS en un huésped experimental

Se utilizaron dos ensayos de expresion transitoria de las proteinas virales
mediante agroinoculacién de A. tumefaciens en los huéspedes experimentales N.
tabacum L. cv. Xanthi y N. benthamiana.

2.3.2.1.Retraso de la reaccion de HR mediada por la ruta de
senalizacidon del AS

Se infiltraron cultivos de A. tumefaciens cepa COR 308, portadores de las
construcciones pCAMBIA-p20T36, pCAMBIA-p20T318A, pCAMBIA-p20T385,
pCAMBIA-p23T36, pCAMBIA-p23T318A, pCAMBIA-p23T385, pCAMBIA-p25T36,
pCAMBIA-p25T318A, pCAMBIA-p25T385 0 pCAMBIA-p6CaMV, junto con cultivos
de A. tumefaciens portadores de la construccidon pBIN-19, en hojas totalmente
expandidas de plantas de N. tabacum L. cv. Xanthi de 2 semanas de edad. Los
cultivos se prepararon siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.3.1 de
materiales y métodos del capitulo 1 y se mezclaron en una proporcién 1:1. Se
agroinfiltraron 4 hojas por planta de un total de 3 plantas por experimento y
construccion. El experimento se repitié 3 veces. El vector pPCAMBIA vacio se utilizd
como control negativo de la capacidad supresora. La aparicion de necrosis en las
hojas agroinfiltradas se examiné durante los 4 dias posteriores a la inoculacién.

173



Capitulo 3

2.3.2.2. Expresion de PR1a, gen indicador de respuesta al AS

Se infiltraron cultivos de A. tumefaciens portadores de las construcciones
pCAMBIA-p20T36, pCAMBIA-p20T318A, pCAMBIA-p20T385, pCAMBIA-p23T36,
pCAMBIA-p23T318A, pCAMBIA-p23T385, pCAMBIA-p25T36, pCAMBIA-p25T318A,
pCAMBIA-p25T385 o pCAMBIA-p6CaMV en hojas expandidas de plantas de N.
benthamiana de 3 semanas de edad. La construccion pCAMBIA-p6CaMV se utilizé
como control positivo de actividad supresora, mientras que el vector vacio
pCAMBIA o plantas sanas se emplearon como controles negativos, el primero de
activacion de las defensas de la planta y el segundo como control sin activacién de
dichas defensas. Se agroinfiltraron 4 hojas por planta de un total de 3 plantas por
experimento y construccion. Las hojas no se agroinfiltraron completamente sino
gue se formaron 5-6 halos de agroinfiltracion por hoja. A los 3 dpi se recortaron
las diferentes secciones agroinfiltrados y se mezclaron los fragmentos
pertenecientes a cada hoja por separado, estas mezclas se analizaron
separadamente tomando cada hoja como una muestra independiente. El
experimento se repitid 3 veces.

Los halos de infiltracion mezclados se pulverizaron con N; liquido y el RNAt se
extrajo mediante el protocolo estandar descrito previamente.

Para cuantificar el mRNA de PR1a de N. benthamiana, aproximadamente 20 ng
del RNAt de cada muestra se retro-transcribié durante 40 min a 42°C, tiempo tras
el cual, se someti6 a gPCR en la plataforma LightCycler® platform (Roche
Molecular Diagnostics) utilizando 0,3 pM de la pareja de cebadores universales
NbPR1a directo y reverso (Dean et al., 2005; Love et al., 2012) (Tablal). Cada
muestra problema se analizé por duplicado y se incluyeron controles de RNAt de
N. benthamiana sana o agua en lugar de RNAt. El programa térmico incluyd una
desnaturalizacion inicial de 10 min a 95°Cy 40 ciclos de 2 s a 95°C, 10s a 62°Cy 15
s a 72°C, afiadiendo un cuarto segmento de 2 s a 80°C para medir la fluorescencia.
La sintesis de un Unico producto de DNA del tamafo deseado se confirmd
mediante analisis de las curvas de fusidn utilizando el programa del LightCycler. La
cantidad de mRNA de PR1a se normalizé respecto a la del gen enddgeno EFlq,
cuantificado en las mismas muestras y siguiendo el protocolo estandar descrito
por Dean y colaboradores (2005). La cantidad de mRNA de PRla se estimod
mediante el método 2722T (Livak and Schmittgen, 2001). La expresidn relativa de
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este mMRNA se compard con la de muestras control de pCAMBIA vacio y se analizé

mediante ANOVA de un Unico factor utilizando el programa estadistico SPSS vs17.

*CCACTGCTTGATTCTAACTTCTACCG

*CGATTTGATACATTAATCTCAGGACCAC
TTTACACAAGGATTCTTTCCACTC
GCCCATATCTTGACGCAATCC
*TCAAGAATGTATTTGCT
*GCAAAAGACACATAAAG
AAAGACCACAACTGAGCT
GCTCCTTCCTCATTGCAG
*TCATAACCAATCTTCTTTTTCGG
TGGGATACCCTCAACAATTATTT
GTGTTCTTGTTGCTTTTG
TAAGAGTGTAAAGTCCTG
CTTATGCTCTGCACTATGCCGCTG
CCTTACGCCGTGCAGCCACATG
*TTATGCTATTGAGTTGATGTAT
CATAAGGATTGGGATTAC
*AGTTGCTGATGTAGTTGAGGCTCT

TGCATGTACTTGGAACTGCCGCTG
TATAATTTTTGTAGAAAG

ATTTCCCGCAACATATTC
TGATCCCTGCCAATTCTTTGCTTT
*TTCAACCACATCAGCTATAGTTTTCT
ATATTAACGTATGCCTGG
TGACAGCGCAGATTTTGG
TGACGAGGATCCATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAATGA
TGACGAGGATCCCTACACGCAAGATGGAGAGACTAAATTAATG
TGACGAGGATCCATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAACGATTA
TGACGAGGATCCCTACACGCATGAAGGAGAAACTAAATTAA
TGACGAGGATCCATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAACGATTAC
TGACGAGGATCCCTACACGCAAGACGGAGAAACTAAAT
TTTCTGGATCCATGGTAATACTAGCGGACAAAC
TTTCTGGATCCATGGACGATACTAGCGGACAAAC
TTTCTGGATCCATGGATGATACTATCGGACAAAC
AAAGAGGATCCAATCAGATGAAGTGGTGTTCAC
TGACGAGGATCCATGGACGACGAAACAAAGAAATTGA

O » O O O O ®» O ®» O X U »®» O ®» O O x®» U020 >»®»0>0 >2x0>X0>0> O

214-2392

467-494°
629-652 2
631-651°
531-5472
755-7712
1.180-1.197°2
1.263-1.280°
185-207°
334-3562
567-5842
645-6622
539-5622
652-6732
156-177°
238-2552
917-940°

1.036-1.059°
1458-1475°
1551-1567°
3.405-3.429°
3.557-3.5832
203-220°
330-3482
1-26 b
520-549°
1-29b
522-549°
1-30°
524-549°
1-22b
1-23b
1-23b
608-630°
1-25b
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TGACGAGGATCCTCAACGTGTGTTGCCTTTCCCAAGCTG R 646-673°
TGACGAGGATCCATGGACGACGAGACAAAGAAATTGAAG D 1-26"
TGACGAGGATCCTCAACGTGTGTTAAATTTCCCAAGCTGCC R 644-673°
TGACGAGGATCCATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAG D 1,26
TGACGAGGATCCTCAACGTGTGTTAAATTTCCCAAGCTGCC R 644-673°

TGACGAGGATCCATGGAGAACATAGAAAAACTCCTCATGCAAG D 1-31¢
TGACGAGGATCCTCAATCCACTTGCTTTGAAGATGTCGTAGTG R 1539-1569°¢
CAGTGTTTGGATTGGAGGATCA D 1146-1167 ¢
TCGCCCTTTGAGATCCACAT R 1198-12174

Tabla 1. Secuencia y posiciones nucleotidicas de los cebadores utilizados para las distintas
construcciones en los vectores clbv3"y pCAMBIA, o en las cuantificaciones mediante RT-
gPCRs. D y R indican el sentido directo y reverso de las secuencias de cada cebador,
respectivamente.

@ Posiciones en la secuencia de los mRNAs de Citrus sinensis: RDR1 (GenBank 102608479),
NPR1 (GenBank102617188), NPR3 (GenBank 102621158), NPR4 (GenBank 102622086),
DCL2 (GenBank 102617691) y DCL4 (GenBank 102621372). El simbolo * indica que dichas
secuencias estan fosforiladas en su extremo 5°.

b Posiciones en la secuencia de los genes p20, p23 y p25 de los aislados de CTV T36
(GenBank AY170468), T318A (GenBank DQ151548) y T385 (GenBank Y18420). Los
nucledtidos en negrita marcan el sitio de restriccion BamHl.

¢ Posiciones en la secuencia del gen p6 de CaMV (GenBank KF015296.1). Los nucledtidos
en negrita marcan el sitio de restriccién BamH|.

4 Posiciones en la secuencia del gen homdlogo actin11 en C. sinensis (Citrus Functional
Genomic database: aCL563 Contigl).
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3. RESULTADOS

3.1. Intensidad de los sintomas y distribucion viral en NA de semilla
infectado con distintos aislados de CTV

Para determinar si la intensidad de los sintomas en plantas de NA esta relacionada
con una mayor o menor acumulacién de CTV en los tejidos infectados, un grupo
de 5 plantas de NA de semilla fueron inoculadas por injerto con los aislados de
CTV T36-GFP, T318A y T385. El aislado T36-GFP induce el sindrome de
decaimiento en plantas propagadas sobre el patréon NA y sintomas moderados de
SY o SP en huéspedes susceptibles como NA y pomelo o LM, respectivamente
(Santyana-rayana et al., 2001). El aislado espafiol T318A causa decaimiento severo
en plantas propagadas sobre NA e intensos sintomas de SY y SP en diferentes
huéspedes, incluyendo pomelo y ND (Moreno et al., 1993; Ruiz-Ruiz et al., 2006;
Sambade et al., 2007). Por el contrario, el aislado de origen espafiol T385 es un
aislado poco patogénico que Unicamente induce clorosis nervial suave en LM,
pero no los sindromes de SP o SY (Moreno et al., 1991, 1993; Vives et al., 1999).

Las plantas de NA de semilla inoculadas con el aislado T318A mostraron sintomas
severos de SY con acortamiento de los entrenudos, enanismo, reduccién del
tamafio y amarillamiento de las hojas (Figura 1A). Las plantas inoculadas con el
aislado T36-GFP mostraron un retraso moderado en el crecimiento, sin
amarillamiento de las hojas. En cambio, plantas inoculadas con T385
permanecieron asintomaticas como los controles sanos. Estas diferencias de
comportamiento se reflejaron en el peso de la corteza y de la raiz de las plantas
inoculadas con los distintos aislados (Figura 1B). Se observo una correlacién entre
el crecimiento de la parte aérea y el tamafio del sistema radicular (Figura 1C), que
mostré un crecimiento menor en las plantas infectadas con el aislado T318A,
seguidas de las infectadas con T36-GFP. Por el contrario, las plantas infectadas
con T385 mostraron un peso de corteza y un tamano de raiz comparable al de las
plantas control no inoculadas.

Para comparar la carga viral y distribucién de los diferentes aislados de CTV en
plantas de semilla de NA, se cuantific6 mediante RT-gPCR (Ruiz-Ruiz et al., 2007)
el gRNA de CTV presente en muestras de corteza y de raices secundarias tanto en
la primera como en la segunda brotacién (Figura 1D). La acumulacién de CTV en
plantas inoculadas con el aislado T36-GFP o con T318A fue mayor en la corteza de
los brotes que en la raiz.
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Figura 1: Sintomas inducidos y acumulacion viral en plantas de NA de semilla infectado
con los aislados de CTV T36-GFP, T318A y T385. A) Sintomas de amarillamiento SY en
plantas de NA inoculadas con el aislado T318A de CTV. B) Efecto de CTV en el crecimiento
de brotes del NA, expresado como peso de la corteza y la raiz en la segunda brotacién de
plantas de NA inoculadas con los tres aislados de CTV. C) Crecimiento de las raices de
plantas sanas o inoculadas con los diferentes aislados de CTV. D) Comparacién de los
titulos virales de CTV, estimados en muestras de corteza y raiz secundaria de las dos
brotaciones consecutivas mediante RT-gPCR. Las barras representan los valores de la
desviacion estandar.
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En contraposicion, la mayor carga viral en plantas inoculadas con T385 se detecté
en la raiz. En corteza, el mayor titulo viral fue el del aislado severo T318A,
mientras que en raiz fue el del aislado asintomatico T385, tanto en la primera
como en la segunda brotacidn. La menor acumulacién de virus tanto en corteza
como en raiz se observd en plantas inoculadas con el aislado T36-GFP. Este
resultado sugiere que la intensidad de sintomas en NA no estd asociada con la
carga viral. En todas las plantas infectadas se observé un aumento de la
acumulacién viral en la segunda brotacidn con respecto a la primera, lo que indica
gue la invasién del NA por CTV aumenta con el tiempo.

3.2. Estudio de los sintomas y distribucidn viral en plantas de semilla de NA
con los genes RDR1, NPR1 y DCL2-4 silenciados

Con el objetivo de estudiar si los mecanismos de defensa de la planta basados en
PTGS y/o en la sefializacidn del AS estan implicados en la resistencia del NA frente
a la invasién por CTV, se silenciaron mediante VIGS los genes RDR1 (relacionado
con ambas rutas de defensa), NPR1 (gen regulador de la ruta de sefializacion del
AS) y DCL2 y DCL4 (ambos juegan un papel importante en la defensa mediante
PTGS).

En todas las plantas de NA pre-inoculadas con los viriones recombinantes clbv3’-
RDR1, clbv3’-NPR1 o clbv3’-DCL2-4 (por lo tanto silenciadas para RDR1, NPR1 o
DCL2 y DCL4, respectivamente,) y posteriormente inoculadas con CTV, se observd
una ligera disminuciéon del peso de corteza y de raiz en comparacién con plantas
no silenciadas, para todos los aislados de CTV (Figura 2). La reduccién del sistema
radicular fue especialmente significativa en plantas silenciadas para RDR1 y DCL2-
4, y especialmente acusada en las plantas inoculadas con el aislado severo T318A
(Figura 3). Por otra parte, el titulo viral de todos los aislados fue mayor en plantas
de NA con los genes RDR1, NPR1 o DCL2-4 silenciados que en las plantas control
pre-inoculadas con WT-CLBV y por tanto no silenciadas, tanto en corteza de
brotes como en raiz. Estas diferencias de acumulacién fueron mas evidentes en el
aislado T36-GFP que en los aislados T318A o T385, que normalmente presentan
mayor acumulacioén viral. El mayor titulo viral para los tres aislados se encontré en
plantas de NA de semilla con los genes DCL2-4 silenciados, seguidas por las
plantas silenciadas para RDR1y NPR1 (Figura 4).
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Peso corteza(g)
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Figura 2: Crecimiento de los brotes y la raiz en la segunda brotacidn de plantas de NA de
semilla con los genes RDR1, NPR1 o DCL2-4 silenciados y en controles de plantas no
silenciadas (sanas o preinoculadas con WT-CLBV) e inoculadas con los aislados T36-GFP,
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T318A 0 T385. A) Peso de la corteza de los brotes. B) Longitud de los brotes de las mismas
plantas. C) Peso del sistema radicular de dichas plantas.

clbv3'+ T36 RDR1 + T36 NPR1 + T36 DCL2-4 + T36

T318A clbv3'+T318A RDR1+T318A NPR1+T318A DCL2-4+T318A

T385 clbv3'+ T385

Figura 3: Crecimiento del sistema radicular de plantas de NA de semilla silenciadas o no
silenciadas e infectadas con los aislados T36-GFP (T36), T318A y T385. Las fotografias
fueron tomadas al final de la segunda brotacidn. Las plantas pre-inoculadas con los
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viriones clbv3’-RDR1, clbv3’-NPR1 o clbv3’-DCL2-4, se indican sefialando Unicamente el
nombre del gen silenciado.
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Figura 4: Acumulacidn viral en plantas de NA de semilla no silenciadas o con los genes
RDR1, NPR1 o DCL2-4 silenciados e inoculadas con los aislados de CTV: A) T36-GFP, B)
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T318A y C) T385. El nimero de copias de gRNA se estimé mediante RT-qPCR en muestras
de corteza de brotes y raiz secundaria de la primera y segunda brotacion. Las barras
representan la desviacion estandar.

El analisis ANOVA seguido del test de Tukey para comparacion de medias (Tabla 2)
mostré que en la segunda brotacién (donde el efecto de CTV es mas acusado) las
diferencias en la acumulacién viral en corteza y en raiz entre plantas silenciadas y
no silenciadas eran estadisticamente significativas (P<0,05).

En plantas inoculadas con el aislado T36-GFP existen diferencias estadisticamente
significativas entre la acumulacion viral de plantas de NA no silenciadas y
silenciadas para cualquiera de los genes, pero no entre plantas silenciadas para
RDR1 y silenciadas para NPR1 (tanto en corteza como en raiz), o entre silenciadas
para RDR1y para DCL2-4 (en raiz). En el caso de las plantas de NA infectadas con
el aislado T318A las Unicas diferencias estadisticamente significativas de
acumulacién viral entre plantas no silenciadas y silenciadas se observé en corteza,
entre plantas de NA no silenciadas y plantas silenciadas para RDR1 por un lado y
para DCL2-4 por otro. En raiz, en cambio, se vieron diferencias entre cada uno de
los grupos de plantas silenciadas y el control no silenciado. Al comparar los grupos
de plantas silenciadas entre si, la acumulacién de CTV en corteza Unicamente
presentd diferencias estadisticamente significativas entre las plantas silenciadas
para NPR1 y las silenciadas para DCL2-4, mientras que en raiz se observaron
diferencias entre las plantas silenciadas para NPR1 y para DCL2-4 y entre las
silenciadas para RDR1 y para DCL2-4, pero no entre las silenciadas para RDR1 y
para NPR1. Finalmente, en las plantas inoculadas con el aislado T385, se
observaron diferencias en la acumulacion entre corteza y raiz. En la corteza,
observamos diferencias significativas entre plantas no silenciadas y plantas
silenciadas para RDR1 o DCL2-4, entre plantas silenciadas para RDR1 y para DCL2-
4 y entre plantas silenciadas para DCL2-4 y para NPR1. Por el contrario, en raiz
donde la acumulacion de gRNA del aislado T385 es mucho mayor, se vieron
diferencias significativas entre cualquier planta silenciada respecto al control no
silenciado y entre los distintos grupos de las plantas silenciadas entre si (Tabla 2).
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Anilisis de la variabilidad DHS Tukey en corteza| Sig?
No pre-inoculada+T36 clbv3'+T36 0,993
clbv3’-RDR1+ T36 0,001*
clbv3’-NPR1+ T36 0,001*
clbv3’-DCL2-4+ T36 0,001*
clbv3’-RDR1 + T36 clbv3’-NPR1+ T36 0,959
clbv3™-DCL2-4+ T36 0,109
clbv3’-DCL2-4+ T36 clbv3’-NPR1+ T36 0,019*
No pre-inoculada + T318A clbv3 +T318A 0,999
clbv3'-RDR1 + T318A 0,014*
clbv3’-NPR1+ T318A 0,760
clbv3’-DCL2-4+ T318A 0,001*
clbv3’-RDR1 + T318A clbv3’-NPR1+ T318A 0,156
clbv3 -DCL2-4+ T318A 0,190
clbv3’-DCL2-4+ T318A clbv3’-NPR1+ T318A 0,001*
No pre-inoculada +T385 clbv3® + T385 1
clbv3-RDR1 +T385 0,003*
clbv3’-NPR1+ T385 0,204
clbv3’-DCL2-4+ T385 0,001*
clbv3'-RDR1 + T385 clbv3’-NPR1+ T385 0,295
clbv3’-DCL2-4+ T385 0,006*
clbv3’-DCL2-4+ T385 clbv3’-NPR1+ T385 0,001*
Anilisis de la variabilidad DHS Tukey en raiz Sig?
No pre-inoculada +T36 clbv3 +T36 1
clbv3"-RDR1 + T36 0,004*
clbv3™-NPR1+ T36 0,007*
clbv3™-DCL2-4+ T36 0,001*
clbv3™-RDR1 + T36 clbv3’-NPR1+T36 0,993
clbv3’-DCL2-4+ T36 0,888
clbv3™-DCL2-4+ T36 clbv3’-NPR1+ T36 0,999
No pre-inoculada+ T318A clbv3 +T318A 1
clbv3 -RDR1 + T318A 0,002*
clbv3’-NPR1+ T318A 0,008*
clbv3™-DCL2-4+ T318A 0,001*
clbv3™-RDR1 + T318A clbv3’-NPR1+ T318A 0,157
clbv3™-DCL2-4+ T318A 0,001*
clbv3’-DCL2-4+ T318A clbv3’-NPR1+ T318A 0,002*
No pre-inoculada +T385 clbv3™ + T385 1
c/bv3-RDR1 +T385 0,004*
clbv3™-NPR1+ T385 0,007
clbv3™-DCL2-4+ T385 0,001*
clbv3’-RDR1 + T385 clbv3’-NPR1+ T385 0,005*
clbv3™-DCL2-4+ T385 0,006*
clbv3’-DCL2-4+ T385 clbv3’-NPR1+ T385 0,003*

Capitulo 3

Tabla 2: Test estadistico Tukey’s Stundentized Range para contrastar pares de medias en
el analisis del efecto del silenciamiento de los genes RDR1, NPR1 y DCL2-4 del NA en la
acumulacién viral de los aislados T36 (T36-GFP), T318A y T385 de CTV en comparacién con
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plantas no silenciadas. Anadlisis efectuados en la segunda brotacién. ? P-valor < 0,05. *
Indica las diferencias estadisticamente significativas.

El aislado T36-GFP empleado en este estudio expresa la proteina GFP, lo que
permite monitorizar la infeccién mediante un estereomicroscopio con un filtro de
GFP. Bajo estas condiciones, la corteza de NA presenta auto-fluorescencia roja
debida a la excitacion de la clorofila con luz UV. En muestras de corteza de plantas
NA silenciadas para RDR1, NPR1 o DCL2-4 se visualizaron numerosos focos
fluorescentes correspondientes a CTV (Figura 5). Estos eran mas abundantes en
plantas silenciadas para DCL2-4, seguidas de las silenciadas para RDR1, a su vez,
seguidas de las silenciadas para NPR1. Se observé una correlacidon positiva entre el
numero de focos fluorescentes y el titulo viral estimado por RT-qPCR (Figuras 4-5).

Figura 5: Deteccion de fluorescencia de GFP en la superficie interna de la corteza de NA

de semilla inoculado con el aislado T36-GFP en: A) plantas control no pre-inoculadas, B)
plantas silenciadas para RDR1, C) plantas silenciadas para NPR1 y D) plantas silenciadas
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para DCL2-DCL4. Los puntos fluorescentes verdes corresponden a células infectadas. Las
muestras se observaron en un estereomicroscopio con filtro GFP.

La expresion de GFP también se observd en muestras de raiz secundaria, donde
las plantas de NA con los genes RDR1, NPR1 o DCL2-4 silenciados mostraron focos
de fluorescencia verde intenso, en comparacién con las plantas no silenciadas que
s6lo presentaron autoflorescencia amarillenta debida a la presencia de lignina
(Figura 6).

Figura 6: Deteccion de fluorescencia de GFP en la superficie externa de las raices

secundarias de NA de semilla inoculado con el aislado T36-GFP en: A) plantas control no
pre-inoculadas, B) plantas silenciadas para RDR1, C) plantas silenciadas para NPR1 y D)
plantas silenciadas para DCL2-DCL4. Las raices muestran una coloracidn verde-amarillenta
por la auto-fluorescencia de la lignina, mientras que los puntos fluorescentes verdes
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corresponden a células infectadas por CTV. Las muestras se observaron en un
estereomicroscopio con filtro GFP.

La eficiencia de la técnica VIGS en el silenciamiento de genes en NA de semilla se
evalué comparando la expresion de mRNA de los genes RDR1, NPR1, DCL2 y DCL4
en la corteza y raiz de dos brotaciones en las plantas silenciadas y en las no
silenciadas. Esta expresion se estimé mediante RT-gPCR, normalizando los datos
obtenidos con el nivel de expresion del gen de citricos homélogo a actina 11, que
en estudios previos mostré niveles de expresidon similares en distintos tejidos de la
planta (Gandia et al., 2007). Las plantas pre-inoculadas con viriones de la
construccion clbv3’-RDR1 mostraron una reduccidn del 60-70% en la acumulacién
del mRNA de RDR1 en la corteza y raiz de ambas brotaciones con respecto a las
plantas no silenciadas. La reduccién en la acumulacion del mRNA de NPR1 fue en
torno al 70-80% en la corteza de ambas brotaciones, sin embargo, no se pudo
detectar expresidon del gen NPR1 en raiz, lo que sugiere que este gen no se
expresa o lo hace a muy bajos niveles en las raices de los citricos. La cantidad de
mRNA del gen DCL2 en plantas pre-inoculadas con viriones de la construccion
clbv3'-DCL2-4 disminuyd en un 90% en corteza y en un 65-75 % en raiz, mientras
qgue las correspondientes disminuciones de mRNA del gen DCL4 en la corteza y
raiz de estas mismas plantas fue sélo del 40-50% en ambas brotaciones (Figuras
7ayb).
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Expresion de RDR1 en corteza de NA Expresion de RDR1 en raiz de NA
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Figura 7a: Acumulacion relativa (%) de mRNA de los genes RDR1 y NPR1 en plantas de NA
de semilla silenciadas para estos genes en comparacién con las no silenciadas. La
acumulacion de los mRNA se determind en la corteza y en la raiz de las plantas mediante
RT-gPCRs con cebadores especificos para cada gen. Las barras representan los valores de
la desviacion estandar.
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Expresion de DCL2 en corteza de NA Expresion de DCL2 en raiz de NA
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Figura 7b: Acumulacién relativa (%) de mRNA de los genes DCL2 y DCL4 en plantas de NA
de semilla silenciadas para estos genes en comparacién con las no silenciadas. La
acumulacion de los mRNA se determind en la corteza y en la raiz de las plantas mediante
RT-gPCRs con cebadores especificos para cada gen. Las barras representan los valores de
la desviacion estandar.

3.3. Efecto del silenciamiento de los genes RDR1, NPR1, DCL2-4 y NPR3-4 en
el crecimiento y acumulacion viral de plantas de NA propagadas sobre
un patron de limonero rugoso infectado con CTV

En el presente experimento, ademas de estudiar el papel que juegan los genes
RDR1, NPR1 y DCL2-4 en la defensa del NA frente a CTV, también se analizo la
implicacion de los genes NPR3 y NPR4 en la defensa de la planta. La principal
diferencia con respecto al estudio realizado en plantas de NA de semilla es que,
en este caso, el NA fue propagado sobre limonero rugoso, una especie susceptible
a CTV en la que el virus alcanza altos niveles de acumulacién. El hecho de inocular
un patrén susceptible y propagar el NA sobre éste, hace que los brotes de NA
estén sometidos a un aporte continuo de viriones producidos en el patron.
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Para evaluar el comportamiento de las plantas de NA con los genes RDR1, NPR1,
DCL2-4 o NPR3-4 silenciados, sujetas a un aporte continuo de viriones de CTV, se
propagaron yemas de NA sobre plantas de limonero rugoso simultdaneamente con
viriones recombinantes c/bv3'-RDR1, clbv3’-NPR1, clbv3™-DCL2-4 o clbv3'-NPR3-4
y con el aislado de CTV T36-GFP. Como controles negativos se utilizaron plantas
inoculadas simultdneamente con viriones WT-CLBV y con T36-GFP. El efecto del
silenciamiento de dichos genes sobre la acumulacién de T36-GFP en NA se
cuantificd mediante RT-gPCR (Figura 8) y el efecto sobre la distribucién de CTV en
los tejidos, mediante visualizacion de la fluorescencia de GFP en la corteza de NA
con un estéreo-microscopio con filtro para GFP (Figura 9).

Al igual que en las plantas de NA de semilla, la mayor carga viral se detectd en
plantas silenciadas para DCL2-4, seguidas de las silenciadas para RDR1 y NPR1. No
obstante, la acumulaciéon viral fue mas acusada en plantas de NA propagadas
sobre limonero rugoso que en las de semilla, como consecuencia del aporte
continlo de viriones desde el patrdon susceptible. Por el contrario, las plantas de
NA silenciadas para NPR3-4 presentaron una disminucion del titulo viral respecto
a las plantas control no silenciadas (inoculadas con viriones WT-CLBV) (Figura 8),
probablemente debido a un aumento de la resistencia basal como consecuencia
de la mayor acumulacion de la proteina NPR1, cuya hidrdlisis es producida por las
proteinas NPR3 y NPR4.

Estos resultados fueron confirmados mediante la observacién de la fluorescencia
de GFP. Donde las plantas control no silenciadas ni las silenciadas para NPR3-4
mostraban puntos fluorescentes. Sin embargo, éstos focos eran abundantes en las
plantas con los genes RDR1, NPR1 y DCL2-4 silenciados, lo que sugiere una mayor
acumulacién del virus en estas ultimas.
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Acumulacion viral de T36-GFP en NA propagado sobre Limonero rugoso
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Figura 8: Acumulacién viral del aislado T36-GFP en plantas de NA propagadas sobre
limonero rugoso, no silenciadas (inoculadas con viriones WT-CLBV) o silenciadas para los
genes RDR1, NPR1, NPR3-4- o DCL2-4. La carga viral se estimé mediante RT-qPCR en
muestras de corteza de dos brotaciones consecutivas. Las barras representan el valor de la
desviacion estandar.

Figura 9: Deteccién de fluorescencia de GFP en la superficie interna de la corteza de

plantas de NA propagadas sobre limonero rugoso e inoculadas con el aislado T36-GFP: A)
plantas sanas, B) plantas pre-inoculadas con viriones WT-CLBV, C) pre-inoculadas con
viriones clbv3™-RDR1, D) pre-inoculadas con viriones clbv3™-NPR1, E) pre-inoculadas con
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viriones clbv3™-NPR3-4 y F) pre-inoculadas con viriones clbv3’-DCL2-4. Las muestras de
corteza se observaron en un estereomicroscopio con filtro para GFP. Los puntos verdes
fluorescentes corresponden a células infectadas por CTV.

3.4. Estudio de la implicacion de la ruta de seinalizacion del AS en la mala
unién inducida por CTV entre variedades de citricos y el patrén NA

Estudios previos pusieron de manifiesto que los mutantes npr3-nprd de A.
thaliana no inducen la HR tras una infecciéon con patdgenos virulentos (Fu et al.,
2012). Asi mismo, se observo que el enanismo de plantas de NA propagadas sobre
un patrén ND infectado con el aislado de CTV T318A esta generalmente asociado
a una necrosis en la zona de unidn patrén-injerto (Pina et al. 2005). Para ver si los
genes NPR3 y NPR4 estaban también implicados en la inducciéon de esta necrosis
se propagaron yemas de NA sobre plantas de limonero rugoso simultdneamente
inoculadas por injerto con viriones derivados de la construccidn clbv3'-NPR3-4 y
con el aislado T318A de CTV. Como control se utilizaron plantas inoculadas
simultdaneamente con viriones WT-CLBV y con T318A. El crecimiento de las plantas
silenciadas para NPR3-4 fue mayor que el de las no silenciadas, reduciéndose asi
los sintomas de enanismo inducidos normalmente por T318A en las
combinaciones de NA con otra variedad susceptible. Ademds, la acumulacién de
gRNA de T318A en las plantas silenciadas fue menor que las de las plantas control
no silenciadas (Figura 10). Sin embargo, no se observé necrosis en la union
patrén-injerto de las plantas silenciadas ni en las plantas control (Figura 11), por lo
qgue no pudo demostrarse la implicacion de los genes NPR3-4 en la necrosis
observada previamente.
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Figura 10: Crecimiento y acumulaciéon de CTV en plantas de NA propagadas sobre
limonero rugoso silenciadas para NPR3-4 e infectadas con el aislado T318A en
comparacion con plantas control no silenciadas (inoculadas con WT-CLBV). Aumento del
crecimiento en plantas silenciadas para NPR3-4 (A) respecto de las no silenciadas (B) y
sintomas de amarillamiento de las hojas y enanismo en estas ultimas. C) Longitud de tallos
en plantas control y en plantas silenciadas en dos brotaciones consecutivas. D)
Acumulacién viral de T318A en corteza de ambas brotaciones, estimada mediante RT-
gPCR. Las barras muestran los valores de la desviacién estandar.

Figura 11: Zona de unién entre NA y el patrén limonero rugoso infectado con el aislado
de CTV T318A en plantas no silenciadas (A) y en plantas silenciadas para NPR3-4 (B).
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3.5. Andlisis de las proteinas p20, p23 y p25 de CTV como supresores de la
ruta de sefializacion del AS en un huésped experimental

Las diferencias en la acumulacién viral, tropismo y sintomas observadas entre los
tres aislados de CTV estudiados, podrian resultar de la distinta capacidad de sus
proteinas supresoras p20, p23 y p25 para vencer las defensas del NA. Se ha
demostrado que estas proteinas actian como supresores del PTGS en plantas de
N. benthamiana (Lu et al, 2004), pero no se sabe su implicacidon en la ruta de
sefializacion del AS. Con el objetivo de estudiar si p20, p23 o p25 pudieran tener
también actividad supresora en esta ruta, se llevaron a cabo ensayos de expresion
transitoria de dichas proteinas en dos huéspedes experimentales. En el primer
ensayo, se examiné la capacidad de estas proteinas para retrasar la aparicién de la
necrosis asociada a la HR y en el segundo, su capacidad para suprimir la expresion
del gen PR1a, que es un marcador de la ruta del AS (Laird et al, 2013).

3.5.1. Retraso de la necrosis asociada a la HR mediada por la ruta de
seiializacion del AS

La expresidn transitoria mediada por A. tumefaciens de la proteina p19 de TBSV
en N. tabacum L. cv. Xanthi, induce una fuerte HR que alcanza su maximo a las 36
h tras su agroinoculacion (Angel y Schoelz, 2013). Sin embargo, la co-infiltracion
de dos vectores que expresan pl9 y la proteina p6 de CaMV, respectivamente,
retrasa 24 h la aparicion de los sintomas y reduce su intensidad. Este retraso, es
consecuencia de que la proteina p6 actia como supresor de la ruta de
sefializacion del AS (Laird et al, 2013).

En este estudio se examind la capacidad de las proteinas p20, p23 o p25 de los
aislados T36-GFP, T318A o T385 de CTV para suprimir la ruta de sefializacién del
AS co-infiltrando hojas de N. tabacum L. cv. Xanthi con cultivos de A. tumefaciens
capaces de expresar cada una de estas proteinas a partir de un vector binario
pCAMBIA, junto con cultivos similares portadores del vector pBIN-p19. Como
controles se efectuaron co-infiltraciones de pBIN-p19 y pCAMBIA-p6 (control
positivo) y de pBIN-p19 y pCAMBIA vacio (control negativo).

La expresién de las proteinas p20 y p23 de los tres aislados de CTV retrasaba la
aparicién de la necrosis, aunque con una eficiencia menor que la proteina p6 de
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CaMV. La proteina p20 de cada uno de los aislados presentd una mayor eficiencia
supresora que la p23. A su vez, las proteinas p20 y p23 del aislado T318A
presentaron una actividad supresora ligeramente mayor que las del aislado T36-
GFP y éstas, una actividad mayor que las del aislado T385. La proteina p25 del
aislado T36-GFP indujo cierto retraso en la aparicion de necrosis, pero no sus
proteinas homodlogas de los otros dos aislados (Figura 12a-b).

pCAMBIA p19 + p6 CaMV

p19 + p20-T36 p19 + p20-T318A p19 + p20-T385

Figura 12a: Efecto supresor de la proteina p20 de los aislados de CTV T36, T318A y T385
sobre la ruta de sefializacidon del AS. La actividad supresora se muestra como un retraso en
la aparicion de la necrosis inducida por la proteina p19 de TBSV en plantas de N. tabacum
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Xanthi. Las hojas se infiltraron con cultivos de A. tumefaciens portadores del vector vacio
pCAMBIA (control negativo), con el vector pBIN-19 (control positivo de HR), o se co-
infiltraron con cultivos de A. tumefaciens portadores de pBIN-19 y de p6 de CaMV (control
positivo de supresor del AS), o de pBIN-19 y pCAMBIA portador de p20 de cada uno de los
aislados de CTV. Las fotografias se tomaron a los 3 dpi.

p19 + p23-T36 p19 + p23-T318A p19 + p23-T385

p19 + p25-T385

Figura 12b: Efecto supresor de las proteinas p23 y p25 de los aislados T36, T318A y T385
de CTV sobre la ruta de sefializacion del AS (como en Figura 12a).
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3.5.2. Analisis de la expresion del gen PR1a

La expresion del gen PRIa en hojas N. benthamiana se induce tras la
agroinfiltracién de un plasmido binario como pCAMBIA. Sin embargo, esta
respuesta puede ser suprimida cuando dicho plasmido expresa una proteina
supresora de la ruta de sefalizacion del AS, como la proteina p6 de CaMV. Para
comprobar la capacidad supresora de las proteinas p20, p23 y p25 de CTV y
confirmar los resultados del ensayo anterior, cultivos de A. tumefaciens
portadores de las construcciones pCAMBIA-p20, pCAMBIA-p23 y pPCAMBIA-p25 de
los aislados de CTV T36, T318A y T385, se infiltraron en hojas totalmente
expandidas de N. benthamiana. Plantas agroinfiltradas con un plasmido portador
de p6 de CaMV se utilizaron como control positivo de supresién de PR1a (Lairs et
al, 2013; Love et al, 2012). Mientras que plantas agroinoculadas con el vector
pCAMBIA vacio o plantas sanas, se emplearon como control negativo de supresion
de PR1a o control negativo de induccién de la ruta del AS, respectivamente. A los
3 dpi se extrajo el RNAt de las zonas agroinfiltradas, se cuantificd la expresién del
MRNA de PR1a mediante RT-qPCR y se calculd la expresidn relativa de PR1a en
las plantas agroinfiltradas con las distintas proteinas de CTV respecto a las
agroinfiltradas con pCAMBIA vacio.

Las plantas agroinfiltradas con las construcciones de p20 o p23 de los tres aislados
de CTV mostraron una fuerte reduccién en los niveles de mRNA de PR1a, si bien
este efecto supresor fue de nuevo menos intenso que el inducido por la proteina
p6 de CaMV. La actividad supresora de las proteinas p20 y p23 de los aislados
T318A y T36-GFP fue mucho mayor que la observada para las proteinas
homdlogas del aislado T385. De igual modo que en el experimento del retraso de
la necrosis asociada a HR, sdlo la proteina p25 del aislado T36-GFP produjo una
reduccidn significativa en la expresién de mRNA de PRl1a respecto al control
pCAMBIA y respecto a sus proteinas homélogas de los aislados T318A y T385. La
expresion relativa de cada muestra respecto al control pCAMBIA vacio, se
comparé mediante andlisis ANOVA de un factor (Figura 13). Estos resultados
sugieren nuevamente, que las proteinas p20 y p23 de CTV y Unicamente p25-T36
presentan actividad supresora de la ruta de sefalizacion del AS y que ésta
actividad tiende a ser mayor en las proteinas de los aislados mas virulentos.
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Figura 13: Efecto supresor de las proteinas p20, p23 y p25 de los aislados de CTV T36,
T318A y T385 sobre la ruta de sefializacion del AS. La actividad supresora se evalud
estimando mediante RT-gPCR la acumulacion relativa de mRNA de PR1a (%) en hojas de
N. benthamiana infiltradas con las construcciones pCAMBIA que expresan cada una de las
proteinas de CTV en comparacién con las infiltradas con pCAMBIA vacio (control negativo,
100% de expresion). Plantas infiltradas con la proteina p6 de CaMV se utilizaron como
control positivo de actividad supresora. Las barras indican los valores de la desviacién
estandar y la tabla el analisis ANOVA de un factor realizado con el programa estadistico
IBM SPSS vs17. 2Significacidn para un pvalor < 0,05. * Indica las diferencias significativas.

4. DISCUSION

Estudios previos sobre la acumulacidon y distribucion de CTV en diversos
huéspedes mostraron que el NA presenta una resistencia inicial a la infeccién
sistémica, que varia segun los aislados del virus (Comellas, 2009). Asi mismo, al
estudiar el movimiento y distribucién de una versién mutada del aislado T36 que
expresa GFP, se observd que el nimero y tamafio de los nucleos de fluorescencia
en la corteza de huéspedes susceptibles como C. macrophylla eran mayores que
en la corteza de NA (Folimonova et al., 2008). Los mecanismos de PTGS y/o de la
ruta de sefializacion del AS estdn asociados a la defensa basal y a larga distancia
frente a virus (Mandadi and Scholthof, 2013). En este trabajo se ha estudiado el
efecto del silenciamiento de los genes RDR1, NPR1 y DCL2-4 asociados a estas
rutas en la infeccion por CTV de plantas de NA amargo de semilla o propagado
sobre limonero rugoso, mediante la técnica VIGS utilizando un vector viral basado
en el genoma de CLBV. Las plantas de NA con los genes RDR1, NPR1 o DCL2-DCL4
silenciados mostraron mayor acumulacién de CTV que las plantas control. Este
aumento se observo con tres aislados diferentes del virus y tuvo lugar tanto en
plantas de NA de semilla como en plantas de NA propagadas sobre limonero
rugoso. Sin embargo, el silenciamiento de los genes NPR3-NPR4 dio lugar a una
disminucién significativa en la acumulacién de CTV en plantas de NA propagado
sobre limonero rugoso en comparacion con plantas control no silenciadas. Asi
mismo, en la corteza y la raiz de plantas de NA inoculadas con el aislado T36-GFP
se observd un incremento en el nimero y tamafio de los focos con fluorescencia
de GFP en plantas con los genes RDR1, NPR1 o DCL2-DCL4 silenciados, respecto a
plantas control no silenciadas o a plantas silenciadas para NPR3-NPR4, que se
comportaron como las plantas control. EIl aumento de la fluorescencia de GFP
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implica mayor movimiento célula a célula y a larga distancia, probablemente
como consecuencia del silenciamiento parcial de las defensas basales de la planta.
Globalmente, estos resultados indican que tanto el PTGS como la ruta de
sefializacion del AS estan involucrados en la resistencia del NA frente a CTV.

El gen RDR1 estd implicado en las defensas de las plantas frente a virus y participa
tanto en PTGS como en la ruta de sefializacion del SA (Garcia-Ruiz et al., 2010). La
expresion de este gen estd inducida por tratamientos con AS o por infecciones
virales (Yu et al. 2003; Xie et al., 2001). Los mutantes rdrl de A. thaliana
presentaron una marcada susceptibilidad frente a infecciones por TMV (Yu et al,,
2003). Asi mismo, plantas de N. benthamiana transformadas con el gen RDR1 de
Medicago truncatula, mostraron resistencia a infecciones por tobamovirus,
resistencia que no se observa en las plantas N. benthamiana no modificadas (Yang
et al., 2004). Ademas, la expresidon del gen RDR1 en citricos se ve incrementada en
plantas de LM infectadas por CTV (Gandia et al., 2007).

La proteina NPR1 actia como regulador clave en la ruta de sefalizacién del AS
(Wu et al., 2012). La acumulacion de NPR1 es necesaria para la expresion de los
genes de defensa basal, mientras que se requiere su posterior degradacién para
desencadenar la SAR. La proteina NPR1 es necesaria para inducir la expresion de
los genes PR dependientes del AS y para la resistencia a patdgenos en A. thaliana
(Dong, 2004). Asi, plantas mutantes nprl mostraron un aumento de la
susceptibilidad frente a distintos patégenos (Zhang et al., 2006). El bloqueo de la
degradacion de la proteina NPR1 con inhibidores proteosémicos o mediante
mutantes de pérdida de funcion del gen cullin 3 (cul3, componente de la ligasa
ubiquitina cullin-RING) en A. thaliana, incrementa la resistencia basal pero
bloquea la respuesta SAR (Spoel et al., 2009). Del mismo modo, el doble mutante
npr3-npr4 de A. thaliana mostré un aumento de la resistencia a la enfermedad al
incrementar la defensa basal, mientras que el triple mutante nprl-npr3-nprd
mostré el fenotipo del mutante simple npri, con una susceptibilidad aumentada a
patégenos. Esto indica que el aumento de resistencia del doble mutante npr3-
npr4 es dependiente de NPR1 (Zang et al., 2006). De hecho, los genes NPR3 y
NPR4 interaccionan directamente con cul3 en la degradacion de la proteina NPR1
(Fu et al., 2012), interaccion que es mediada por el AS.

Finalmente, las enzimas DCL2 y DCL4 son las responsables de la generacion de los
siRNAs derivados de los virus (Garcia-Ruiz et al., 2010; Molnar et al., 2005). La
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pérdida de la funcién de estos genes en mutantes dcl2-dcl4 es suficiente para
comprometer la defensa de la planta y aumentar significativamente su
susceptibilidad frente a virus de RNA (Deleris et al., 2006). En citricos infectados
con CTV se encontrd, mediante la técnica de secuenciacidon masiva, que los siRNAs
mas abundantes eran los de 21-22 nt (Ruiz-Ruiz et al., 2011). Estos siRNAs estan
producidos por DCL2 y DCL4, lo que sugiere que ambos genes estdn implicados en
la defensa frente a CTV mediante PTGS.

La intensidad de los sintomas inducidos en plantas de NA por los diferentes
aislados de CTV no se correlaciond con el titulo viral alcanzado por cada aislado en
dichas plantas. Esto sugiere que la sintomatologia de CTV depende mas de las
caracteristicas patogénicas de cada aislado que de la acumulacién de los mismos.
Se ha demostrado que la regién 3 -terminal en el genoma de CTV incluyendo el
gen p23yla 3°UTR es responsable del sindrome de SY (Albiach-Marti et al., 2010).
En este estudio no se encontrd una correlacidon entre la cantidad expresada de
p23 vy la intensidad de los sintomas de SY inducidos por el aislado T36 o el hibrido
T36/T30, que no induce SY en NA, lo que sugiere que los sintomas de SY estan
determinados por la secuencia de p23 de cada aislado y no por su mayor o menor
acumulacién en la planta (Albiach-Marti et al., 2010). En el mismo sentido,
estudios con clones infecciosos de CMV preparados con distintas versiones del
gen 2b mostraron que la sintomatologia inducida no dependia de la acumulacidn
viral, sino de la secuencia del gen 2b (Shi et al., 2002).

Las plantas de semilla de NA inoculadas con los aislados de CTV que producen SY
(T36-GFP y T318A) mostraron mayor acumulacion viral en la corteza que en la
raiz. En cambio, la mayor carga viral en plantas infectadas con el aislado
asintomatico T385 se situd en la raiz, alcanzando valores mas altos que los
aislados virulentos. Este tropismo apoya resultados anteriores que mostraban que
las raices de citricos considerados resistentes a CTV podian infectarse, a pesar de
la incapacidad del virus para multiplicarse en los brotes, y que esta capacidad de
infeccidon dependia de los aislados de CTV (Harper et al., 2010). En vista de estos
resultados, se podria especular que la expresidon de la defensa antiviral en los
citricos es menos efectiva en las raices que en la corteza. Andika y colaboradores
(2005; 2013) ya observaron este fendmeno en plantas de N. benthamiana, donde
la defensa frente a virus es menos eficiente en las raices que en la parte aérea.
Esto daria lugar a un reservorio en la raiz que, posteriormente, podria servir de
fuente de viriones capaces de superar la defensa basal e invadir los tejidos aéreos
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de la planta, como parece ocurrir con el aislado de CTV T385 en citricos (Comellas,
2009 y el presente trabajo). A favor de ésta hipdtesis esta el hecho que el mRNA
de NPR1 no se detecte en las raices de NA mediante RT-gPCR y que el aislado
T385 tarde mucho tiempo en alcanzar un titulo viral alto en las partes aéreas de la
planta.

La acumulacién viral variable encontrada en la corteza de plantas de NA
infectadas con diferentes aislados de CTV puede ser debida, en parte, a la distinta
capacidad de sus proteinas p20 y p23 para suprimir la ruta de sefializacién del AS,
dado que la capacidad supresora de estas proteinas resulté ser mayor en los
aislados de CTV que presentan una sintomatologia mas intensa en NA. Lo que
refuerza que las interacciones entre el virus y los factores de la planta requeridos
para la multiplicacién y movimiento del mismo, puedan diferir dependiendo del
aislado y del huésped utilizado (Harper et al., 2014; Tatineni et al., 2011). La
expresién ectépica de la proteina p23 del aislado de CTV T36 en plantas
transgénicas incrementd la acumulacion de T36 en NA pero no en LM o ND que
son especies susceptibles a CTV (Fagoaga et al., 2011). La proteina p23 de CTV ha
resultado ser un supresor tanto de PTGS como de la ruta de sefializacion del SA,
por lo que estos resultados refuerzan la idea de que ambas rutas estan
involucradas en la resistencia del NA frente a CTV. De hecho, se han descrito
diversas proteinas con actividad supresora de ambas rutas en otros virus, como es
el caso de las proteinas 2b de CMV (Hui and Ding, 2001), HC-Pro de los potivirus
(Alamillo et al., 2006) o p6 de CaMV (Lairs et al., 2013; Love et al., 2012).

Las plantas de NA propagadas sobre limonero rugoso, silenciadas para NPR3-NPR4
e infectadas con el aislado de CTV T318A mostraron menos enanismo que las
plantas no silenciadas. El enanismo inducido por CTV en variedades de citricos
propagadas sobre NA, observado en campo, esta generalmente asociado a la
necrosis del floema en la zona de unidén patrén-injerto. Esta necrosis podria
deberse a que CTV indujese una PDC en el patron NA para impedir la diseminacion
del virus. La reduccion del floema funcional causaria la muerte radicular y ésta a
su vez, un deficiente suministro de agua y sales minerales a la parte aérea, dando
lugar a la aparicién de los sintomas de decaimiento y SP tipicos de los aislados
mas agresivos de CTV. Sin embargo, el mayor crecimiento de las plantas de NA
con los genes NPR3-4 silenciados podria deberse a que, en dichas plantas
silenciadas, la PDC esté comprometida.
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Al mismo tiempo, la acumulacion de NPR1 aumentaria la defensa basal de las
plantas reduciendo asi la carga viral. De hecho, el doble mutante npr3-npr4 de A.
thaliana infectadas con patdgenos virulentos mostraron un deterioro significativo
de los sintomas de la respuesta ETI, respecto a las plantas control no mutadas (Fu
et al., 2012). Sin embargo, el hecho de que en nuestro experimento las plantas
control no mutadas de NA propagadas sobre limonero rugoso e infectadas con
CTV T318A no llegasen a mostrar necrosis junto a la linea de injerto impidié
determinar la implicacion de los genes NPR3-NPR4 y la proteina NPR1 en dicha
necrosis. La ausencia de necrosis en las plantas control no mutadas podria ser
debido a que i) para la induccion de necrosis parecen ser necesarios periodos mas
largos de infeccién y ii) la cantidad de viriones que llegan al NA desde una
variedad susceptible a CTV, seria mayor cuando la variedad susceptible se usa
como injerto en vez de como patrén (lo cual es comun en campo donde si se
observa necrosis). En apoyo a la primera idea, estd la observacién que, en
invernadero, las plantas de ND propagadas sobre NA e infectadas por CTV durante
1-2 aflos no mostraron el sindrome de decaimiento, a pesar que los aislados de
CTV utilizados provenian de arboles decaidos en campo (Ballester-Olmos et al.,
1993y el presente trabajo).

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el NA presenta
una clara resistencia inicial frente a la invasién por CTV y que ésta varia
dependiendo del aislado. Puesto que la acumulacién de CTV en protoplastos de
NA es similar a la observada en protoplastos de huéspedes susceptibles (Albiach
Marti et al., 2004), la resistencia del NA debe ser consecuencia de una deficiencia
en el movimiento célula a célula o a larga distancia. El silenciamiento de los genes
asociados a PTGS o a la ruta de la sefalizacidon del AS en plantas de NA, mejora
ambos tipos de movimiento viral. Comellas (2009) observé que en los huéspedes
susceptibles inoculados con CTV, la mayor acumulacidon viral y de siRNAs
derivados de CTV se detectd en la primera brotacidn, mientras que en las plantas
de NA el titulo viral aumentaba en brotaciones sucesivas a lo largo de los dos
primeros anos y los siRNA derivados de CTV no se detectaban hasta un afio
después de la inoculacion (aproximadamente en la 42 brotacién). Asi mismo, en
huéspedes susceptibles infectados con CTV como la LM, el 53.3% de los siRNAs
detectados mediante secuenciacidon masiva eran derivados de CTV, mientras que
en las plantas de NA infectadas con CTV uUnicamente el 3,5% de los siRNAs
provenian del virus (Ruiz-Ruiz et al., 2011). Estos resultados sugieren que la
resistencia inicial a la acumulacion de CTV en el NA es debida al
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desencadenamiento de la ruta de sefializacion del SA mds que a PTGS y que éste
ultimo se induciria en fases posteriores, una vez que el virus ha alcanzado una
acumulacién suficiente. Aunque tampoco puede descartarse la activacion de otras
rutas de defensa alternativas.

La importancia relativa de estas dos rutas de defensa en la resistencia del NA
frente a CTV es dificil de analizar, ya que existen claras evidencias de la
interconexion entre ambas rutas. Asi, los tratamientos con AS incrementan la
expresion del gen RDR1 (también implicado en PTGS) en plantas de N. tabacum y
A. thaliana (Alamillo et al., 2006; Hunter et al., 2013). La acumulacién de siRNAs
derivados del virus de la viruela del ciruelo (Plum pox virus, PPV) se redujo en
plantas de N. tabacum que expresan la enzima hidrolasa salicilato (NahG) que
degrada el AS (Alamillo et al., 2006). Ademas, en plantas de tomate infectadas con
TMV o con tratamientos de AS se indujo la expresidn de los genes DCL1, DCL2,
RDR1 o RDR2 (Campos et al., 2014), cominmente asociados a la ruta PTGS.

Finalmente, las diferencias de acumulacién y distribucién de los distintos aislados
de CTV en NA, podrian ser debidas, en parte, a la distinta capacidad de supresion
de la ruta de sefializacion del AS que presentan sus proteinas p20 y p23. Esta
capacidad supresora parece mayor en las proteinas de los aislados mas virulentos
de CTV en NA.
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La enfermedad de la tristeza causada por CTV ha sido responsable de la muerte,
tan sélo en Espaia, de alrededor de 50 millones de arboles de ND, mandarino y
pomelo injertados sobre NA. Aunque algunos de los aislados son esencialmente
asintomaticos, la mayoria de ellos pueden causar uno o mas de los sindromes de
tristeza, SP o SY. La progresiva sustitucion del NA por otros patrones tolerantes al
decaimiento (Moreno y Garnsey, 2010) permitio evitar los dafos de la tristeza en
campo. No obstante, el NA sigue siendo un patrén muy deseable por sus
excelentes cualidades agrondmicas. Los aislados que se dispersan en Espana sélo
inducen el decaimiento de arboles de ND, mandarino y pomelo injertados sobre
NA pero no inducen dafios directos sobre las variedades, por lo que el uso de
patrones tolerantes es suficiente para su control. Sin embargo, en otros paises
encontramos aislados de CTV mas virulentos que inducen dafios directos sobre
ND o pomelo. Estos aislados pueden llegar a ser introducidos en Espafia (Moreno
et al., 1993). Para el control de los aislados mas virulentos de CTV se requiere
desarrollar métodos rapidos y sensibles en la identificacion de los mismos. Para
ello, seria necesario conocer los determinantes de patogenicidad asociados a los
sindromes de SP y decaimiento mediante el uso de un sistema genético basado en
la utilizacién de clones infecciosos de cDNA del virus. Esto, ayudaria a recuperar
el uso del NA como patrén, lo cual seria de maximo interés para la citricultura
espanola.

Al inicio de esta tesis el Unico clon infeccioso funcional del que se disponia era el
del aislado T36 de Florida (Satyanarayana et al., 1999; 2001) que no causa SP en
ND ni pomelo. Para estudiar las secuencias o determinantes del virus
responsables de la induccion del sindrome SP era conveniente disponer de un clon
infeccioso de cDNA de un aislado de CTV inductor de SP en dichos huéspedes, y
poder sustituir en el mismo distintos fragmentos del genoma por sus homélogos
de un aislado asintomatico. En nuestro laboratorio se disponia de clones de
longitud completa del aislado severo de origen espafiol T318A, si bien su
agroinoculacién en hojas de N. benthamiana nunca produjo infeccién sistémica
(Ruiz-Ruiz, 2009; Ambrés et al., 2013). Dado que estos clones tenian varias
mutaciones en el gen p27 que podian causar su incapacidad para invadir N.
benthamiana, se procedié a la correccidn de dichas mutaciones y se insertd el gen
marcador gfp para poder visualizar la distribucion del virus en la planta. La
agroinfiltraciéon de plantas de N. benthamiana wt y RdRp6i con los nuevos clones
de T318A de longitud completa obtenidos en este trabajo, dio lugar a replicacion
viral en los primeros dias tras la inoculacion. Sin embargo, esta replicacion,
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guedaba reducida a células individuales o a pequefios grupos celulares, y la
cinética de acumulacién del gRNA era muy diferente a la observada para el clon
infeccioso de T36. Asi, mientras los gRNA de T36 se acumulaban hasta 28 dpi y los
viriones invadian sistémicamente la planta, los gRNA de T318A disminuian a partir
de los 14 dpi y eran practicamente indetectables a partir de 21 dpi.

Este comportamiento diferencial entre los aislados T36 y T318A podria ser debido
a diferencias en su interaccidn con factores del huésped. Esta idea se ve reforzada
por las diferencias que hemos encontrado en el estudio de la interaccién entre las
proteinas p20 y p25 de ambos aislados y las proteinas del huésped N.
benthamiana. A lo largo de este trabajo se ha mostrado que dichas diferencias
afectan a factores de la planta posiblemente involucrados en el movimiento a
través de los plasmodesmos y en los procesos de defensa de la planta frente a la
infeccidn. Asi, la proteina p20-T36 podria interactuar con la proteina CERK1
relacionada con el reconocimiento extracelular de secuencias PAMPs producidas
por patogenos (Gimenez-lbanez et al., 2009a) y con SABP3 de la ruta del AS (Wang
et al., 2009), lo que ayudaria a T36 a evadir la defensa basal de la planta. Asi
mismo, la proteina p25 del aislado T36 interaccionaria con factores del
citoesqueleto como la B-tubulina y los factores de despolimerizacion de la actina,
gue intervienen en la formacion de los microtubulos y son esenciales para el
movimiento célula a célula de los viriones. Por el contrario, p25-T318A no muestra
interaccion potencial con dichos factores. Adicionalmente, p25-T318A pero no
p25-T36, mostré interaccién potencial con la PR4 y la TRX-H9, ambas involucradas
en procesos de infeccidon. El mRNA de PR4 aumenta en infecciones cursadas por
TCV (Bertini et al, 2012) y la TRX-H9 actlia como una de las enzimas que
participan en la degradacion de NPR1 citoplasmatica necesaria para la activacion
de los genes PR (Tada et al., 2008) y como reguladora esencial de la homedstasis
redox para prevenir el dafo celular (Meng et al., 2010; Wu et al., 2016). La
interaccion directa de p25-T318A con TRX-H9, confirmada mediante la técnica
BIFC en esta tesis, sugiere que el movimiento de T318A en N. benthamiana podria
verse dificultado por dicha interaccidon, como consecuencia de la alteracién de la
defensa de la planta, o bien que su secuestro aumente el dafio oxidativo celular al
ver alterada su funcién aumentando la muerte celular. El hecho de que p25-T318A
tenga una localizacidn citoplasmatica mientras que p25-T36 la tenga nuclear, es
consistente con la interaccién diferencial de dichas proteinas virales con TRX-H9 y
podria explicar, en parte, la distinta capacidad infectiva de T36 y T318A en N.
benthamiana
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La interaccidon especifica de ambas p20 y p25 con las proteinas de defensa de la
planta AGO1 y AGO4, demostrada por BIFC en este trabajo, y en el caso de AGO4
también por doble hibrido en levadura, corroboraria la implicacién de estas
proteinas en contrarrestar las defensas de la planta. Asi mismo, la variada red de
interacciones proteinas virus-proteinas huésped observada, refuerza la capacidad
multifuncional de p20 y p25, incluyendo su papel como supresores del PTGS a
corta y/o larga distancia previamente descrito (Lu et al., 2004; Moreno et al.,
2007), y su posible implicacién como proteinas de movimiento. Estos hallazgos
abren el camino para estudiar posibles rutas metabdlicas asociadas a la induccion
de los sintomas por el virus.

Por otra parte, los estudios protedmicos llevados a cabo sugieren que la
incapacidad del clon T318A para infectar sistémicamente N. benthamiana, podria
ser debida en parte a la reducida red de interacciones de p25-T318A con factores
de la planta, particularmente con las proteinas del citoesqueleto celular, que
dificultaria el movimiento célula a célula de los viriones de T318A. La incapacidad
de movimiento de este aislado también podria ser explicada por un mal
ensamblaje de los viriones, que es fundamental para el movimiento de los
closterovirus. La cinética de acumulacion del gRNA de los clones de T318A
estudiados en esta tesis y la no deteccidn de p25 mediante ELISA, también podria
apoyar la hipétesis de un ensamblaje deficiente de T318A en N. benthamiana.

La diversidad en el tipo e intensidad de los sintomas inducidos por CTV, varia en
funcién de los aislados virales y del huésped utilizado, lo que sugiere la existencia
de multiples interacciones diferenciales virus-planta entre aislados y especies
hospedadoras. En campo, las plantas propagadas sobre NA infectadas con CTV
suelen presentar necrosis en los tubos cribosos por debajo de la linea de injerto.
Esta necrosis en el NA podria ser consecuencia de la activacién de los mecanismos
de defensa del NA, en particular de las rutas de sefializacién del AS y PTGS para
prevenir o retrasar la invasion y acumulacién de CTV. Existen evidencias indirectas
de la resistencia del NA a la acumulacién y movimiento del virus (Comellas, 2009;
Folimonova et al, 2008), avaladas por los resultados obtenidos en este trabajo. En
interacciones incompatibles patégeno-planta la acumulacién de AS desencadena
la ETl y PCD en la zona de infeccidn, asi como la SAR, ésta ultima requiere de una
fase de degradacién de su proteina reguladora NPR1. Por el contrario, el PTGS se
desencadena por la presencia de dsRNA, que mediante la accién de diferentes
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proteinas (DLC, AGO y RDR) y via la formacion de siRNAs, provoca la degradacion
de RNAs homdlogos.

El silenciamiento de los genes RDR1, NPR1, DCL2-4 y NPR3-4 del NA, implicados
en estas rutas de defensa, mediante VIGS y la posterior infeccién de estas plantas
con distintos aislados de CTV: i) confirmo que el NA presenta una clara resistencia
inicial frente a la invasion por CTV y que ésta varia dependiendo del aislado v ii)
puso de manifiesto que el silenciamiento de las rutas de defensa mejora el
movimiento viral célula a célula y a larga distancia. Nuestros resultados y los datos
previos disponibles (Comellas, 2009) indican que la resistencia inicial a la
acumulacién de CTV en NA seria inicialmente debida al desencadenamiento de la
ruta de sefalizacion del AS, mientras que la del PTGS se iniciaria en fases
posteriores, una vez que el virus ha alcanzado una acumulacién suficiente para
inducirla (Comellas 2009; Ruiz-Ruiz et al., 2011). Las plantas de NA con los genes
RDR1, NPR1 o DCL2-DCL4 silenciados, mostraron mayor acumulacion de CTV que
las plantas control. Este aumento se observd con tres aislados patogénicamente
diferentes de CTV (T36, T318A y T385) y tuvo lugar tanto en plantas de NA de
semilla como en plantas de NA propagadas sobre un patrén susceptible a CTV
como el limonero rugoso. Sin embargo, el silenciamiento de los genes NPR3-NPR4
dio lugar a una disminucién significativa en la acumulacién de CTV en plantas de
NA propagado y un aumento del crecimiento, incluso en plantas infectadas con el
aislado virulento T318A, en comparacién con plantas control no silenciadas. El
enanismo causado por CTV en las combinaciones con NA estd generalmente
asociado a la necrosis del floema en la zona de unién patrén-injerto,
probablemente debida a una PDC que impide la diseminacion del virus. Sin
embargo, la no degradacion de NPR1 en las plantas de NA silenciadas para NPR3-
NPR4 podria comprometer la PDC del NA frente a CTV, facilitando asi el flujo de
agua y nutrientes entre el patrén y la variedad y permitiendo el crecimiento de la
planta. Asi, se ha observado que plantas de A. thaliana con los genes npr3-nprd
mutados mostraron un deterioro significativo de los sintomas de PCD y ETI,
respecto a las plantas control no mutadas, al ser infectadas con patdgenos
virulentos (Fu et al., 2012). Asi mismo, la no degradacién de NPR1 aumentaria la
defensa basal de las plantas, reduciendo la carga viral. No obstante, aunque esta
explicacion resulta verosimil, la disminucién de la necrosis en el NA propagado
sobre limonero rugoso, no pudo ser contrastada en la presente tesis al no
observarse necrosis en las plantas control en nuestras condiciones
experimentales.
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La intensidad de los sintomas inducidos en plantas de NA por los diferentes
aislados de CTV no muestra correlacion con el titulo viral alcanzado por cada
aislado en dichas plantas. Asi, el aislado asintomatico T385 es capaz de alcanzar
en corteza de NA de semilla, titulos mds elevados que T36, un aislado de
virulencia intermedia. Este hecho, sugiere que la sintomatologia de CTV depende
mas de las caracteristicas patogénicas de cada aislado que de la acumulacién de
los mismos. Sin embargo, si se observé una asociacidén entre la virulencia de los
aislados y su distribucion en la planta. Asi, los aislados inductores de SY (T36 y
T318A) mostraron mayor acumulacién viral en los brotes que en la raiz, mientras
qgue el aislado asintomadtico T385 mostré mayor carga viral en la raiz que en los
brotes. Este tropismo apoya resultados anteriores en los que algunos aislados de
CTV infectaban las raices de citricos considerados resistentes (Harper et al., 2010).
Estos resultados y la aparente ausencia de expresion del gen NPR1 en la raiz del
NA sugieren que los mecanismos de defensa en este drgano podrian ser menores
gue en la parte aérea de la planta, pudiendo constituir un reservorio viral que,
posteriormente, serviria como fuente de viriones para invadir poco a poco la
parte aérea, tal y como se observd con el aislado T385 (Comellas, 2009 y el
presente trabajo).

Los datos obtenidos en este trabajo indican que tanto el PTGS como la ruta de
sefializacion del SA estdn involucrados en la resistencia del NA frente a CTV. El
hecho de que las proteinas p20 y p25 de CTV interaccionen con diferentes
proteinas de ambas rutas como AGO1, AGO4, TRX-H9 directamente, y
putativamente con PR4, SABP3, confirmaria esta hipdtesis. Asi mismo, las
diferencias en la acumulacion viral encontrada en la corteza de plantas de NA
infectadas con diferentes aislados de CTV puede ser debida, en parte, a la distinta
capacidad de sus proteinas p20 y p23 para suprimir la ruta de sefializacion del AS.
De hecho, los analisis de supresidén realizados demostraron que la capacidad
supresora de la ruta del AS de estas proteinas es mayor en los aislados mas
virulentos de CTV.

La diferente sintomatologia observada tanto en el huésped experimental N.
benthamiana como en NA puede ser explicada, en gran parte, por la interaccion
diferencial de las proteinas virales con la planta. Asi mismo, los estudios llevados a
cabo en esta tesis refuerzan el cardcter multifuncional de dichas proteinas virales
y demuestran su importante papel en la superacién de las defensas de la planta
para conseguir la infeccidn sistémica.
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Conclusiones generales

Los clones de longitud completa del aislado virulento T318A restaurados y
marcados con gfp, se replican en hojas de N. benthamiana agroinfiltradas.
Sin embargo, su replicacion queda restringida a células aisladas sin existir
movimiento célula a célula o a larga distancia.

La cinética de acumulacion del gRNA de los clones T318A-GFP difiere de la
del clon infeccioso del aislado T36. Asi, T318A alcanza un maximo a los 14
dpi y luego decae hasta hacerse indetectable, mientras que el gRNA de
T36 aumenta con el tiempo hasta producir una infeccién sistémica al cabo
de un mes aproximadamente.

El estudio protedmico de la interaccion entre las proteinas p20 y p25 de
los aislados T36 y T318A vy las del huésped N. benthamiana, muestra una
extensa red de proteinas de la planta como potenciales interactores como
proteinas del fotosistema, metabolismo celular, metabolismo de
proteinas o lipidos, organizacion citoesquelética de la célula y proteinas
relacionadas con diferentes rutas de defensa de la planta. Ello refuerza el
caracter multifuncional de estas proteinas virales.

La escasa red de interaccion de la proteina p25-T318A con proteinas de
N. benthamiana y la ausencia de interaccion con proteinas del
citoesqueleto celular implicadas en el movimiento de viriones célula a
célula explica, en parte, la incapacidad de T318A para inducir una
infeccidn sistémica en N. benthamiana.

La interaccion especifica de las proteinas p20 y p25 de los aislados T36 y
T318A con AGO1l y AGO4, demostradas mediante BIFC y también
mediante doble hibrido de levadura en el caso de AGO4, refuerza el papel
qgue juegan estas proteinas virales como supresores del PTGS en N.
benthamiana.

La interaccion directa de p25-T318A con la TRX-H9, demostrada mediante
BIFC, es consistente con su localizacion citoplasmatica, en contraste con la
proteina homodloga de T36. La relacidn de las tioredoxinas tipo h con la
degradacion de la proteina citoplasmatica NPR1, proteina implicada en la
activacion de las rutas de defensa del AS, los genes PR, la HR o la SAR, y

217



10.

Conclusiones generales

concretamente la implicacion de la TRX-H9 en la regulacion de la
homedstasis redox, relacionan directamente a p25-T318A con estas rutas
de defensa.

Las plantas de NA silenciadas para RDR1, NPR1 o DCL2-DCL4 e infectadas
con los aislados T36, T318A y T385 de CTV muestran mayor acumulacion
viral que las plantas control, tanto en plantas de semilla como en plantas
de NA propagadas sobre limonero rugoso, lo que apoya la implicacién de
las rutas del AS y del PTGS en la defensa del NA frente a CTV.

Por el contrario, el silenciamiento de los genes NPR3-NPR4 en plantas de
NA propagadas sobre limonero rugoso e inoculadas con CTV da lugar a
una disminucién significativa de la acumulacién viral y un aumento del
crecimiento en comparacién con las plantas control no silenciadas, en
parte, debido a un incremento de NPR1 que aumenta la defensa basal de
las plantas silenciadas.

La distribucién de los aislados de CTV en NA aparece asociada con la
virulencia de los mismos. Asi, mientras las plantas inoculadas con aislados
productores de SY (T36 y T318A) muestran mayor acumulacién viral en los
brotes que en la raiz, las infectadas con el aislado asintomatico T385
muestran mayor carga viral en la raiz que en los brotes, lo que apoya la
idea de que las raices de NA constituyen un reservorio para los aislados
menos virulentos de CTV.

Las proteinas p20 y p23 de los aislados T36, T318A y T385, ademas de
suprimir el PTGS, presentan funcidn supresora de la ruta del AS,
mostrando los aislados mds virulentos mayor capacidad supresora. Por el
contrario, solo la proteina p25 del aislado T36 mostré una supresion
significativa de la ruta del AS.
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Funcién metabdlica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

AT4G00630 KEA2, BOMBA DE EXPORTACION DE K+ 2
AT5G05000 TOC34, TRANSLOCON EXTERIOR 34 DE LA MEMBRADA DEL CLOROPLASTO
AT4G03280 PGR1, ELECTRON TRASFERASA C FOTOSINTETICA
AT1G08490 ATSUFS, DESULFURASA CLOROPLASTICA TIPO CISTEINA: “NIFS-LIKE”
AT2G20260 PSAE-2, SUBUNIDAD E2 DEL FOTOSISTEMA |

Defensa
AT5G17330 GAD1, GLUTAMATO DECARBOXILASA
AT1G55150 RH20, RNA HELICASA 20
AT3G14470 PROTEINA QUE CONTIENE EL DOMINIO NB-ARC RELACIONADO CON

RESISTENCIA A LA ENFERMEDAD

AT4G00660 RH8, HELICASA RNA 8
AT5G67500 VDAC2, CANAL DE VOLTAGE 2 DEPENDIENTE DE ANIONES
AT3G21630 CERK1, RECEPTOR QUINASA LysM TIPO Bti9
AT3G01500 SABP3, PROTEINA 3 DE UNION A ACIDO SALICILICO

Unidn a proteinas

AT5G61210 SNP33, FACTOR ADAPTADOR DE LA PROTEINA 33 N-ETHYLMALEIMIDA
AT4G34110 ATPAB2, PROTEINA 2 DE UNION A POLY(A)

AT5G56500 CPN60BETA3, CHAPERONINA 60 BETA 3

AT5G19400 SMG7 (PROTEINA DE ACTIVIDAD TELOMERASA PROTECTORA)
Transporte

AT3G16240 DELTA-TIP1, PROTEINA INTEGRAL DELTA DEL TONOPLASTO
AT5G46110 TPT, TRANSLOCADOR TRIOSA-FOSFATO / FOSFATO
AT5G52450 MATE, FAMILIA DE PROTEINAS DE EXPORTACION
AT4G24570 DIC2, TRASPORTADOR DICARBOXILATO 2

Reacciones de Oxido-Reduccion

AT5G43940 ADH2, ALCOHOL DESHIDROGENASA 2

AT2G33220 PROTEINA GRIM-19

AT4G28510 PHB1, PROHIBITINA 1

AT2G18450 SDH1-2, SUCCINATO DESHIDROGENASA 1-2

AT1G17180 GSTU25, GLUTATHION S-TRANSFERASA TAU 25

AT3G55610 P5CS2, DELTA 1-PIRROLINA-5-CARBOXILATO SYNTETASA 2
Glicolisis

AT3G12780 PGK1, FOFOGLICERATO QUINASA 1

Biosintesis de proteinas

AT5G23540

PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA Mov34/ MPN/ PAD-1
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AT3G44890

RPL9, PROTEINA RIBOSOMAL L9

AT1G12360

SEC11, SUBUNIDAD CATALITICA DEL COMPLEJO DE SENAL PEPTIDASA

Catabolismo proteinas

AT5G13520 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA PEPTIDASA M1
AT3G48340 CEP2, CISTEIN ENDOPEPTIDASA 2
AT4G05050 UBQ11, UBIQUITINA 11

Unién a acidos nucleicos

AT2G32080 PUR ALPHA-1,PROTEINA ALFA 1, RICA EN PURINAS

AT5G23710 PROTEINA RNA POLIMERASA DEPENDIENTE DE DNA

AT3G21175 GATA24, FACTOR DE TRANSCRIPCION GATA 24

AT3G28580 PROTEINA MIEMBRO DE LA SUPER FAMILIA NUCLEOTIDA TRIFOSFATO
HIDROLASA

AT1G06920 OFP4, PROTEINA DE LA FAMILIA “OVATE” 4

AT5G35695 NUCELASA “HARBI1-like”

AT1G17370 UBP1B, PROTEINA DE UNION OLIGOURIDILATO 1B

AT2G21660 PROTEINA RICA EN GLICINA 7

AT1G28370 ERF11, FACTOR DE RESPUESTA A ETILENO (ERF) 11

AT1G29880 SINTETASA/LIGASA tRNA-GLICIL

AT2G43640 SRP9, SENAL DE RECONOCIMIENTO 9

AT3G01540 DRH1, RNA HELICASA “DEAD BOX” 1

Unién a ATP

AT5G40010 AATP1, AAA-ATPASA 1

Respuesta a estrés

AT3G47340 ASN1, SINTETASA GLUTAMINA-ASPARAGINADEPENDIENTE 1

AT2G27140 HSP20, SUPERFAMILIA DE CHAPERONAS

AT5G52640 HSP90, PROTEINA 90 DE CHOQUE TERMICO

AT3G15730 PLD1, FOSFOLIPASA D ALFA 1

AT5G37770 CML24, CALMODULINA 24

AT2G43230 PROTEINA DE LA FAMILIA DE QUINASAS

AT1G75690 LQY1, PROTEINA 1 DE BAJO RENDIMIENTO QUANTUM DEL
FOTOSISTEMA 1I

AT3G44110 ATJ3, PROTEINA HOMOLOGA A DNAJ 3 DE E.coli

AT2G42010 PLDBETA, FOSFOLIPASA D BETA 1

AT1G65930 CICDH, ISOCITRATO DESHIDROGENASA NADP+ CITOSOLICO

DEPENDIENTE

Citoesqueleto

AT5G37478

TPX2, PROTEINA DE LA FAMILIA XkIp2

Funcién desconocida
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AT1G23710

PROTEINA DESCONOCIDA (DUF1645)

Tabla 1: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar

sélo con la proteina p20 del aislado T36, segln el diagrama de Venn.

Funcion
metabdlica/molecular
Fotosintesis

Proteinas del huésped

AT4G15530 PPDK1 PIRUVATO FOSFATO DESQUITINASA 1

AT1G06430 FTSH8, FTSH PROTEASA 8

AT4G35250 HCF244, PROTEINA CLOROFILA FLUORESCENTE FENOTIPO 244

AT2G34420 LHCB1.5, GEN 1,5 DEL COMPLEJO “LIGHT HARVESTING” DEL FOTOSITEMA I

AT3G14940 PPC3, FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA 3,

AT1G12000 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA FOSFOFRUCTOQUINASA

AT5G56350 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA PIRUVATO QUINASA

AT1G76550 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA FOSFOFRUCTOQUINASA
Defensa

AT4G29040 RPT2A, AAA-ATPASA 2

AT2G20990 SYTA, SINAPTOTGAMINA A

AT5G03340 CDC48C, PROTEINA DE CICLO DEL DIVISION CELULAR 48C

AT2G23770 LYK4, PROTEINA QUINASA 4 CON RECEPTOR LYSM

Unidn a proteinas

AT5G35790 G6PD1 GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA 1

AT1G65480 PROTEINA DE FLORACION T

AT1G24510 TCP-1, PROTEINA DE LA FAMILIA DE CHAPERONAS cpn60

AT2G16850 PIP3B, PROTEINA INTRINECA DE LA MEMBRANA PLASMATICA 3B

AT5G22060 ATJ2, PROTEINA HOMOLOGA A LA DNAJ 2 DE E.coli

AT1G55490 CPN60B, CHAPERONINA 60 BETA 1

ATCG00500 ACCD, SUBUNIDAD BETA DE LA ACETIL-COA CARBOXILASA CARBOXIL
TRANSFERASA

Transporte

AT4G34450 CRB41, PROTEINA DE UNION AL RNA CLOROPLASTICO

AT1G76670 URGT1, TRANSPORTADOR 1 UDP-RHA/UDP-GAL

AT2G21390 COATOMERO SUBUNIDAD ALFA

AT5G56350 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA PIRUVATO QUINASA

AT4G31480 COATOMERO SUBUNIDAD BETA

AT1G01790 KEA1, BOMBA DE EXPORTACION DE K+ 1,

AT1G31730 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMIIA DE LAS ADAPTINAS

AT5G11490 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMIIA DE LAS ADAPTINAS
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AT5G60790

Reacciones de Oxido-
Reduccion
AT4G16760

AT5G04140
AT4G39830
AT4G34200
AT2G15620
AT1G76160
AT2G02850
AT2G20800
Biosintesis de Carbohidratos
AT1G63000
AT3G55440
Catabolismo de carbohidratos
AT3G29320
AT3G46740

AT5G63680
AT5G03650
Biosintesis proteinas

AT3G57030

AT1G74040
AT5G46290
AT3G12915
AT1G17745
AT1G74960
AT1G14205
AT1G29900
ATAG05020
AT2G43750
AT1G34130

Catabolismo de proteinas
AT5G17380
AT4G33090
AT5G03240

Unidn a acidos nucleicos

Anexo

GCN1, PROTEINA DE CONTROL GENERAL NO-REPRESIBLE 1

ACX1, OXIDASA ACIL-COA 1
GLU1, GLUTAMATO SINTETASA 1
PROTEINA MIEMBRO DE LA SUPERFAMILIA DE CUPREDOXINAS
PGDH1, FOSFOGLICERATO DESHIDROGENASA 1
NIR1, NITRITO REDUCTASA 1
SKSS, PROTEINA SIMILAR A SKU5
ARPN, PLANTOCIANINA
NDB4, DESHIDROGENASA B4 NAD(P)H

UER1, PROTEINA SINTASA/REDUCTASA NUCLEOTIDO-RAMNOSA
TPI, ISOMERASA TRIOSEFOSFATASA

PHS1, FOSFORILASA 1 ALPHA-GLUCANO

TOC75-11l, TRANSLOCON EXTERIOR 75-11l DE LA MEMBRADA DEL
CLOROPLASTO

PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA DE QUINASAS PIRUVATO
SBE2.2, ENZIMA 2,2 DE RAMIFICACION DEL ALMIDON

PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA FOSFOTRIESTERASA DEPENDIENTE
DE CALCIO

IMS1, 2-ISOPROPILMALATO SINTASA 1
KASI, PROTEINA 3-QUETOACIL-ACIL SINTHASE |
FACTOR G/III/V DE ELONGACION
PGDH2, FOSFOGLICERATO DESHIDROGENASA 2
ATKAS2, BETA QUETOACIL-ACP SINTETASA 2
PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA RIBOSOMAL L18p
CARB, CARBAMOIL FOSFATASA SINTETASA B
NDB2, DESHIDROGENASA NAD(P)H B2
ACS1, CISTEIN SINTASA 1

STT3B, PROTEINA HOMOLOGA A LA STAUROSPORINA — SENSIBLE T2 3B
DE LEVADURA

PIRUVATO DESCARBOXILADA TIAMINA PIROFOSFATO DEPENDIENTE
APM1, AMINOPEPTIDASA M1
UBQ3, POLIUBIQUITINA 3
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AT1G62750 ATSCO1, “SNOWY COTILEDON” (UNION A GTP)

AT4G13780 METIONINA-tRNA LIGASA

AT1G14900 HMGA, PROTEINA DEL GRUPO A DE ELEVADA MOVILIDAD

AT4G35830 ACO1, ACONITASA 1

AT4G12080 AHL1, PROTEINA 1 NUCLEAR CON MOTIVO DE UNION A DNA TIPO “AT-

HOOK”

AT2G29190 PUM2, PUMILIO 2

AT3G23300 METRILTRANSFERASA MIEMBRO DE LA SUPERFAMLIA DE S-ADENOSIL-L-
METIONINA DEPENDIENTE

AT3G61860 RS31, FACTOR 31 DE ESCISION RICO EN ARGININAS/SERINAS

AT1G04430 METRILTRANSFERASA MIEMBRO DE LA SUPERFAMLIA DE S-ADENOSIL-L-
METIONINA DEPENDIENTE

Unién a ATP

AT1G27770 ACA1, ATEPasa AUTOINHIBIDORA DE Ca?*

AT3G06650 ACLB-1, LIASA B-1 ATP-CITRATO

AT4G04770 ATNAP1, PROTEINA 1 DE UNION A ATP

AT2G05710 ACO3, ACONITASA 3

ATMG00410 ATP6, SUNUNIDAD 6 ATPasa

AT3G47950 HA4, ATPasa 4 H(+) DEPENDIENTE

AT1G07670 ECA4, CA-ATPasa 4 ENDOMEMBRANA

Respuesta a estrés

AT2G04030 HSP90,5, PROTEINA 90.5 DE CHOQUE TERMICO
AT5G67030 PROTEINA ABA DEFICIENTE 1,
AT5G56010 HSP81.3, PROTEINA 81.3 DE CHOQUE TERMICO

Reguladores metabolismo

AT5G23060 CAS, RECEPTOR DE CALCIO
AT2G46690 SAUR32, RNA 32 REGULADO POR AUXINAS
AT2G30490 C4H, HIDROXILASA CINNAMATO 4-
AT3G10380 SEC8, SUBUNIDAD DEL COMPEJO 8 EXOCISTICO
AT5G12470 RER4, RETICULATA 4

Funcién desconocida
AT3G52520 PROTEINA DESCONOCIDA
AT1G23170 PROTEINA DESCONOCIDA

Tabla 2: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
solo con la proteina p20 del aislado T318A, segun el diagrama de Venn.
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Fotosintesis
AT3G48730
AT5G23120
AT1G54780
AT4G05180

AT1G31330
AT5G54270
AT5G64040
AT3G26710
AT4G12800
AT4G09650
AT3G56650
AT3G56130
AT4G05180
AT4G01150
AT1G79530

Defensa
AT3G09270
AT4G01850
AT4G13940
AT5G06290

Unidn a proteinas
AT3G24590
AT3G57560
AT4G25550

AT5G59840
Transporte
AT5G24650
AT1G12520
AT5G05010
AT5G55190
Reacciones de Oxido-Reduccién

AT1G06680

Anexo

GSA2, GLUTAMATO-1-SEMIALDEHIDO 2,1-AMINOMUTASA 2
HCF136, “HIGH CHLOROPHYLL FLUORESCENCE 136”
TLP18.3, PROTEINA DEL LUMEN TILACOIDAL

LHCB1.4, “LIGHT HARVESTING” PROTEINA CLOROFILICA DEL
FOTOSISTEMA I
PSAF, SUBUNIDAD F FOTOSISTEMA |

LHCB3, "LIGHT-HARVESTING" CHLOROFILA B-PROTEINA DE UNION 3
PSAN, PROTEINA DEL LUMEN DEL TILACOIDE Y DEL FOTOSISTEMA |
CCB1, COFACTOR 1 DE ENSAMBLAJE DEL COMPLEJO C
PSAL, SUBUNIDAD L DEL FOTOSISTEMA |
ATPD, ATP SINTASA SUBUNIDAD DELTA
PPD6, PROTEINA DEL FOTOSISTEMA |
BLP3, PROTEINA 3 “BCCP-LIKE”

PSBQ, SUBUNIDAD Q-2 DEL FOTOSISTEMA Il
CURT1A, PROTEINA 1A DE CURVATURA TILACOIDA

GAPCP-1, GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO DESHIDROGENASA DE
PLASTIDIOS

GST8, GLUTATION S-TRANSFERASA TAUS8
SAM-2, S-ADENOSILMETIONINA SINTETASA 2
SAH1, S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA HIDROLASA 1
2-CYS PRX B, 2-CYS PEROXIREDOXINA B

PLSP1, PEPTIDASA 1 PLASTIDICA TIPO L
NAGK, N-ACETIL-L-GLUTAMATO QUINASA

CPSF5, SUBUNIDAD 25KDa DEL FACTOR ESPECIFICO DE CORTE Y
POLIADENEIZACION
FAMILIA PROTEICA DE UNION A GTP

HP30-2, IMPORTADOR tRNA MITOCONDRIAL
CCS, CHAPERONA DISMUTASA SOD1 DEL COBRE
,PROTEINA DE LA SUPERFAMILIA DE ADAPTADORES CLATRINA

RAN3, RAN GTPASA 3

PSBP1,SUBUNIDAD P DEL FOTOSISTEMA Il "OXYGEN EVOLVING"

228



AT1G74910
AT2G02390
AT3G52730
AT5G50850
AT1G16300
AT1G59670
AT1G24360

AT5G11770
AT5G06060
AT3G10920
AT1G07440

Catabolismo de carbohidratos
AT4G38970
AT5G61410

Biosintesis proteinas
AT3G61440
AT5G48760
AT5G50240
AT2G09990
AT4G24830
AT2G43090

AT3G09680
AT2G36620
AT3G02560
AT3G59760
AT1G48830
AT3G57490
AT2G37270
Catabolismo de proteinas
AT1G56450
AT3G26340
AT5G54160
AT5G45390
AT4G17040
AT1G02560

Anexo

KJC1, KONJAC 1 (RESPUESTA A CADMIO)
GSTZ1, GLUTATION S-TRANSFERASA ZETA 1
UBIQUINOL CITOCROMO C REDUCTASA MITOCONDRIAL
MAB1, “MACCI-BOU”
GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO DEHIDROGENASA DE LOS PLASTIDIOS
GST15, GLUTATION S-TRANSFERASA TAU15

PROTEINA MIEMBRO DE LA SUPERFAMILIA DE UNION A NAD(P)
“ROSSMANN-FOLD”

NADH-UBIQUINONA REDUCTASA 20KD MITOCONDRIAL
SUPER FAMLIA DE PROTEINAS NAD(P)-UNION “ROSSMANN-FOLD”
MSD1, PROTEINA DISMUTASA 1 SUPEROXIDO DE MANGANESO

PROTEINA MIEMBRO DE LA SUPERFAMILIA DE UNION A NAD(P)
“ROSSMANN-FOLD”

FBA2, FRUCTOSA BISFOSFATO ALDOLASA 2
RPE, D-RIBULOSA-5-FOSFATO-3-EPIMERASA

CYSC1, CISTEINA SINTASA C1
RPL13, PROTEINA RIBOSOMA L13
PIMT2, PROTEINA-L-ISOASPARTATO METILTRANSFERASA 2
PROTEINA DE LA FAMILIA DE PROTEINAS RIBOSOMALES S5
ARGINOSUCCINATO SINTASA

IPMI SSU1,SUBUNIDAD PEQUERNA DE LA ISOPROPILMALATO
ISOMERASA 1

RPS12/23, PROTEINA RIBOSOMAL $12/23
RPL24A, PROTEINA RIBOSOMAL L24 A
PROTEINA DE LA FAMILIA DE PROTEINAS RIBOSOMALES S7e
OASC, ISOFORMA DE LA O-ACETILSERINA (THIOL) LIASA
PROTEINA DE LA FAMILIA DE PROTEINAS RIBOSOMALES S7e
PROTEINA DE LA FAMILIA DE PROTEINAS RIBOSOMALES S5
RPS5B, PROTEINA RIBOSOMAL S5 B

PBG1, SUBUNIDAD G1 DEL PROTEOSOMA BETA
PROTEINA DE LA SUPERFAMILIA DE HIDROLASA N-trm
COMT1, CAFEATO O-METILTRANSFERASA 1
NCLPP4, CLP SERIN-PROTEASA P4 CODIFICADA EN NUCLEO
CLPR4, SUBUNIDAD 4 DE LA CLP PROTEASA R
CLPP 5, CLP PROTEASA 5 CODIFICADA EN NUCLEO
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Unién a acidos nucleicos

AT4G10450 RPL6, PROTEINA RIBOSOMAL L6

AT1G79050 RECA1, PROTEINA HOMOLOGA A LA PROTEINA BACTERIANA RECA
AT4G09320 NDPK1, PROTEINA NUCLEOSIDICA DIFOSFATO QUINASA 1
AT2G25870 ATYBEY, YBEY ENDORIBONUCLEASA

AT2G28720 H2B, HISTONA 2B

AT5G10770 PROTEINA DE LA FAMILIA DE ASPARTIL PROTEASA EUCARIOTICA
Unidn a ATP

ATMGO00480 ATP8, SUBUNIDAD 8 DE LA ATP-SINTASA MITOCONDRIAL
AT5G47030 SUBUNIDAD DELTA DE LA ATP-SINTASA MITOCONDRIAL

Respuesta a estrés

AT1G32220 PROTEINA DE LA SUPERFAMILIA DE UNION A NAD(P) “ROSSMANN-
FOLD”

AT2G47710 PROTEINA DE LA SUPER FAMILIA ADENINA NUCLEOTICO HIDROLASA
ALFA

Citoesqueleto

AT3G53750 ACT3, ACTINA 3

AT4G00680 ADF8, FACTOR DE DESPOLIMERIZACION DE ACTINA 8

AT3G46000 ADF2, FACTOR DE DESPOLIMERIZACION DE ACTINA 2

AT2G31200 ADF6, FACTOR DE DESPOLIMERIZACION DE ACTINA 6

Funcién desconocida

AT5G42960 PROTEINA DESCONOCIDA

AT2G20920 PROTEINA DESCONOCIDA (DUF3353)

AT5G64260 EXL2, “EXORDIUM-LIKE” 2

AT2G40600 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA DE PROCESAMIENTO ENZIMATICO
appr-1-p

Tabla 3: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
sélo con la proteina p25 del aislado T36, segun el diagrama de Venn.

Funcién metabdlica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis
AT5G01530 LHCB4.1, PROTEINA DEL COMPLEJO “LIGHT HARVESTING” DEL
FOTOSISTEMA I
AT1G55670 PSAG, SUBUNIDAD DEL FOTOSISTEMA |
AT1G08380 PSAO, SUBUNIDAD O DEL FOTOSISTEMA |
Defensa
AT3G04720 PR4, PROTEINA RELACIONADA CON LA PATOGENESIS
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AT3G08710

TRX-H9, TIOREDOXINA H9

Reacciones de Oxido-Reduccion

AT3G45300

IVD, ISOVALERIL-COA DEHIDROGENASA,

Respuesta a estrés

AT1G68090

HSP70, PROTEINA 70 DE CHOQUE TERMICO

AT1G16030

HSP70B, PROTEINA 70B DE CHOQUE TERMICO

Unién a acidos nucleicos

AT4G11060

MTSSB, PROTEINA DE UNION A DNA MITOCONDRIAL

Homedstasis

AT4G24160

LISOFOSFATIDIC ACIDO ACILTRANSFERASA

Union a proteinas

AT2G21130

PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA PEPTIDIL-PROPIL ISOMERASA

Biosintesis proteinas

ATCGO00380 RPS4, PROTEINA RIBOSOMAL CLOROPLASTICA S4
AT2G31610 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA DE PROTEINAS $3 RIBOSOMALES
AT4G08900 ARGAH1, ARGININA AMIDOHIDROLASA 1

Funcién desconocida

AT4G35220

PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA CICLASA

Tabla 4: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar

sélo con la proteina p25 del aislado T318A, segun el diagrama de Venn.

Funcién metabdlica/molecular

Proteinas del huésped

Fotosintesis

ATCG00350 PSAA, SUNUNIDAD DEL CENTRO REACTIVO DEL FOTOSISTEM |1

ATCG00340 PSAB, SUBUNIDAD DEL CENTRO REACTIVO DEL FOTOSISTEM II

ATCG00680 PSBB, PROTEINA B DEL CENTRO REACTIVO DEL FOTOSISTEM I
Defensa

AT1G31280 AGO2, ARGONAUTA 2

AT5G47010 UFP1, BETA-AMILASA 1

AT1G15520 PDR12 , PROTEINA PLEIOTROPICA “DRUG RESISTANCE” 12

AT3G53230 CDC48B, CHAPERONA DE LA PROTEINA DE DIVISION CELULAR 48

AT2G27040 AGO4, ARGONAUTA 4

AT1G48410 AGO1, ARDONAUTA 1

Unidn a proteinas

AT2G28000

CH-CPN60A, CHAPERONA 60 ALPHA
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AT3G13470 CPN60BETA2, CHAPERONA 60 BETA 2
AT1G50250 FTSH1, FTSH PROTEASA 1
AT3G52750 FTSZ2-2, PROTEINA DE DIVISION PLASTIDIAL
AT5G55280 CPFTSZ, “CLOROPLASTO FTSZ”
Transporte

AT4G04910 NSF, FACTOR N-ETILMALEIMIDA
AT5G64290 DCT2.1, TRANSPORTADOR 2,1 DICARBOXILATO
AT4G23460 PROTEINA MIEMBRO DE LA FAMILIA DE ADAPTINAS
AT1G62020 SUNUNIDAD ALFA “COATOMER”
AT5G28540 BIP 1, PROTEINA 1 DE UNION LUMINAL
AT3G57330 ACA11, TRASPORTADOR DE Ca%* ATPasa 11
AT4G30190 HA2, ATPasa 2 H(+) DEPENDIENTE
AT1G59610 DRP2B, PROTEINA 2B DINAMINA

Reacciones de Oxido-Reduccion

AT3G17240 MTLPD2, LIPOAMIDA DESHIDROGENASA 2,
AT5G60600 4-HIDROXI-3-METILBUTIL-2-ENIL DIFOSPATO SYNTASA
AT3G47930 ATGLDH, L-GALACTONO-1,4-LACTONA DEHYDROGENASA

Metabolismo acidos grasos

AT3G06860 MFP2, PROTEINA 2 MULTIFUNCINAL
AT4G23850 LACS4, ACIL-COA SINTETASA 4
AT3G19820 DWF1, DELTA ESTEROL REDUCTASA 1

Biosintesis proteinas

AT4G35090

CAT2, CATALASA 2

Catabolismo proteinas

AT1G03090 SUBUNIDAD CAC2 BIOTIN CARBOXILASA
AT2G20580 RPN1A, SUBUNIDAD S2 1A REGULADORA DEL PROTEOSOMA 26S
ATAG33010 GLDP1, PROTEINA 1 GLICINA DESCARBOXILASA
AT3G02090 MPPBETA, PEPTIDASA BETA MITOCONDRIAL

Unidn a acidos nucleicos

AT4G31180

IBI1, tRNA ASPARTIL SINTETASA

AT2G42520

PROTEINA MIEMBRO DE LA SUPERFAMILIA DE TRIFOSFATO
HIDROLASAS

Catabolismo de carbohidratos

AT3G46970 PHS2, ALFA-GLUCANO FOSFORILASA 2
AT1G18270 PGM1, FOSFOGLUCOMUTASA
AT5G42740 GLUCOSA-6-FOSFATO ISOMERASA
AT1G78570 RHM1, BIOSINTESIS RAMNOSA 1
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AT5G13110 G6PD2, GLUCOSA-6-FOSFATA DESHIDROGENASA 2

AT5G19220 ADG2, ADP GLUCOSA PIROFOSFORILASA 2

homeéstasis

AT1G56070 LOS1, GEN 1 DE RESPUESTA OSMOTICA
AT2G39800 P5CS1, DELTA 1-PIRROLINA-5-CARBOXILATO SINTASA 1
AT4G38510 VAB2, SUBUNIDAD 2 V DE LA ATPasa B

Unién a ATP

AT5G42270 ATP-DEPENDIENTE DE ZINC

AT4G37640 ACA2, ATPasa 2 DE UNION A Ca*?
AT1G50480 THFS, FORMILTETRAHIDROFOLATE SINTETASA
AT4G25450 ATNAPS, PROTEINA DE UNION DE ATP B28
AT2G34660 ATABCC2, PROTEINA DE UNION DE ATP C2

Respuesta a estrés

AT3G20340 Gi|15231113 PROTEINA DE EXTRES OXIDATIVO
AT1G15690 ATAVP1,PROTEINA TRASLOCADORA H(+) PPasa 3
AT5G56000 HSP90.4, PROTEINA 90.4 DE CHOQUE TERMICO
AT3G23990 HSP60, PROTEINA 60 DE CHOQUE TERMICO
AT4G24280 CphsC 70, PROTEINA 70-1 DE CHOQUE TERMICO CLOROPLASTICA

Biosintesis de carbohidratos

AT5G51820 STF1, FOSFOGLUTAMASA

AT1G53310 PEPC1, FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA 1

AT3G52990 PROTEINA DE LA FAMILIA DE PIRUVATO QUINASAS

AT5G08570 PROTEINA DE LA FAMILIA DE PIRUVATO QUINASAS
Exocitosis

AT5G58430 EXO70B1, SUBUNIDAD EXO70 DE LA FAMILIA DE PROTEINAS B1

Citoesqueleto

AT5G23860 TUBS, TUBULINA 8

AT5G12250 TUB6, BETA TUBULINA 6

Tabla 5: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
con la proteina p20 de los aislados T36 y T318A, segun el diagrama de Venn.

Funcién metabdlica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

AT1G71500 PSB33, PROTEINA 33 TIPO OEC DEL FOTOSISTEMA |1
AT2G05100 LHCB2, FOTOSISTEMA Il PROTEINA CLOROFILA "LIGHT
HARVESTING"
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Catabolismo de Carbohidratos

AT5G14740

BETA CA2, BETA CARBONICO ANHIDRASA 2

Reacciones de Oxido-Reduccion

AT3G51680 SDR2, DESHIDROGENASA/REDUCTASA 2 DE CADENA CORTA
AT1G72610 GLP1, PROTEINA 1 “GERMIN-LIKE”

AT5G20630 GLP3, PROTEINA 3 "GERMIN-LIKE"

AT2G47140 SDRS5, DESHIDROGENASA/REDUCTASA 5 DE CADENA CORTA
AT5G13430 SUBUNIDAD HIERRO-SULFITO DE LA UBIQUINOL CITOCROMO C

REDUCTASA

Catabolismo proteinas

ATCG00670

CLPP1, SERIN-PROTEASA P1 CASEINOLITICA

Biosintesis de acidos grasos

AT5G16390

BCCP1, PROTEINA TRANSPORTADORA BIOTINA CARBOXIL

Biosintesis proteinas

AT1G33140 RPL9, PROTEINA RIBOSOMAL L9
AT5G09500 RPS19, PROTEINA RIBOSOMAL S19
ATCG00770 RPS8, PROTEINA RIBOSOMAL

Respuesta a estrés/Defensa

AT1G78380 GSTU19, GLUTATION-TRANSFERASA TAU 19

AT4G37910 MTHSC70-1, PROTEINA DE CHOQUE TERMICO MITOCONDRIAL
70-1

AT3G01500 ATSABP3, PROTEINA DE UNION 3 DEL ACIDO SALICILICO

AT5G02500 HSP70-1, PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 70-1

Funcién desconocida

AT3G11780

MD-2, PROTEINA RELACIONADA CON EL RECONOCIMIENTO DE
DOMINIOS RICOS LIPIDICOS

Tabla 6: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar

con la proteina p25 de los aislados T36 y T318A segun el diagrama de Venn.

‘ Funcién metabdlica/molecular

Fotosintesis

Proteinas del huésped

ATCG00470 ATPE, ATP SINTASA SUBUNIDAD EPSILON
Defensa
AT4G11650 0OSM34, OSMOTINA 34

Reacciones de Oxido-Reduccion

AT4G15093

LIGB, SUBUNIDAD LigB DE LA DIOXIGENASA AROMATICA

Unién a ATP
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AT3G08580 AAC1, TRANSPORTADOR MITOCONDRIAL ADP/ATP

ATCG00130 SUBUNIDAD F DE LA ATP-SINTASA DE CLOROSPLASTO

Biosintesis proteinas

AT3G52580 RPS11, PROTEINA RIBOSOMAL S11

AT2G33800 PROTEINA DE LA FAMILLIA DE PROTEINAS RIBOSOMALES SR

catabolismo de Carbohidratos

AT1G59900 E1 ALPHA, SUBUNIDAD ALFA DEL COMPLEJO E1 DE LA PIRUVATO
DESHIDROGENASA

Tabla 7: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar

con las proteinas p20 y p25 del aislado T36 segun el diagrama de Venn.

Funcién metabdlica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

AT5G49910 CPHSC70-2, PROTEINA DE CHOQUE TERMICO CLOROPLASTICA 70-2

Biosintesis proteinas

AT5G35530 PROTEINA DE LA FAMILIA DE PROTEINAS RIBOSOMALES S3

Tabla 8: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
con las proteinas p20 y p25 del aislado T318A segun el diagrama de Venn.

Funcién metabdlica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

AT3G50820 PSBO-2, SUBUNIDAD O-2 DEL FOTOSISTEMA I

AT5G38430 RBCS1B, SUBUNIDAD PEQUENA 1B DE LA RUBISCO

Transporte

AT5G19760 TRASNSPORTADOR MITOCONDDRIAL DEL TRANSPORTE COMBINADO DE
DICARBOXILATO Y TRICARBOXILATO

Union a ATP

AT1G73110 PROTEINA DE LA SUPERFAMILIA DE LAS HIDROLASAS NUCLEOSIDICA

Tabla 9: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
con la proteina p20 del aislado T36 y la proteina p25 del aislado T318A, segun el diagrama
de Venn.
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Funcién metabdlica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

AT3G61470 LHCA2, COMPLEJO GENICO 2 DEL FOTOSISTEMA | "LIGHT
HARVESTING "

AT3G60750 TKL1, TRANSQUETOLASA 1

AT4G04640 ATPC1, ATP SINTASA SUBUNIDAD GAMMA

ATCG00520 YCF4, PROTEINA DE ENSAMBLAJE DEL FOTOSISTEMA |

ATCG00270 PSBD, PROTEINA DEL FOTOSISTEMA II

Unién a ATP

ATCG00150 CFO, SUBUNIDAD CFO DEL COMPLEJO ATP-SINTASA DE
CLOROPLASTO

Biosintesis proteinas
AT4G34670 RPS3Ae, PROTEINA RIBOSOMAL S3 Ae
ATCG00800 RPS3, PROTEINA RIBOSOMAL CLOROPLASTICA

catabolismo de Carbohidratos

AT1G12900 GAPC2, SUBUNIDAD 2 DE LA GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO
DEHIDROGENASA A

Catabolismo de proteinas

AT2G13360 AGT1, ALANINA-GLIOXILATO AMINOTRANSFERASA

Tabla 10: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
con la proteina p20 del aislado T318A y la proteina p25 del aislado T36, segun el diagrama
de Venn.

Funcién metabélica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

AT2G45290 TKL2, TRANSQUETOLASA 2

AT2G30950 VAR2, “VARIEGATED” 2

AT3G08940 LHCBA4.2, PROTEINA CLOROFILACA CP29 DEL FOTOSISTEMA I

Defensa

AT2G39730 RCA, RUBISCO ACTIVASA

Transporte

AT5G14040 MPT3, TRANSPORTADOR FOSFATO 3 MITOCONDRIAL

AT4G00430 PIP1E, PROTEINA INTRINSECA DE MEMBRANA PLASMATICA 1

AT2G37170 PIP2B, PROTEINA INTRINSECA DE MEMBRANA PLASMATICA 2

AT4G35100 PIP3, PROTEINA INTRINSECA DE MEMBRANA PLASMATICA 3
Reacciones de Oxido-Reduccién

AT3G14420 ACC1,CARBOXILASA 1 ACETIL-COA
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AT1G36160 GOX1, GLICOLATO OXIDASA 1

AT5G08680 ATP SINTASA -SUBUNIDAD BETA MITOCONDRIAL
AT4G29010 AIM1, PROTEINA BETA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS
AT1G78900 VHA-A, ATP SINTASA SUBUNIDAD A VACUOLAR

Citoesqueleto

AT1G75780 TUB1, SUBUNIDAD DE LA TUBULINA BETA-1
AT5G17920 ATMETS, METIONINA SINTASA

AT4G20360 RABE1B, PROTEINA HOMOLOGA A LA RAB GTP-ASA E1B
Unién a ATP

AT5G49460 ACLB-2, SUBUNIDAD B-2 DE LA ATP-CITRATO LIASA
AT5G62670 HA11, H(+)-ATPASA 11

Respuesta a estrés

AT5G50920 HSP93-V, PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 93-V

Catabolismo de carbohidratos

AT1G23190 PGM, FOSFOGLUTAMASA

AT1G79550 PGK, FOSFOGLICERATO QUINASA
AT1G56190 PROTEINA DE LA FAMILIA FOSFOGLICERATO QUINASA
AT4G37930 SHMT1, SERINA HIDROXIMETILTRANSFERASA 1

Biosintesis de carbohidratos

AT1G48030 MTLPD1, LIPOAMIDA DEHIDROGENASA 1 MITOCONDRIAL

Funcién desconocida

AT1G74470 PROTEINA MULTIFUNCIONAL

Tabla 11: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
con la proteina p20 de lo aislados T36 y T318A coincidentes con la proteina p25 del aislado
T36, segun el diagrama de Venn.

Funcién metabélica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

ATCG00280 PSB, PROTEINA DEL CENTRO PROTEICO C DEL FOTOSISTEMA I

Union a proteinas

AT5G42020 BIP2, PROTEINA DE UNION DEL LUMEN DEL CLOROPLASTO

Citoesqueleto

AT3G12110 ACT11, ACTINA 11

Tabla 12: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar
con las proteina p20 de lo aislados T36 y T318A coincidentes con la proteina p25 del
aislado T318A segun el diagrama de Venn.
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Funcién metabdlica/molecular Proteinas del huésped

Transporte

AT5G46800 BOU, “BOUT DE SOUFFLE” (PROTEINA TRASNPORTADORA DE ACIL-
CARNITINA)

ATMG00640 ORF25, CODIFICA LA SUBUNIDAD B DE LA ATP-SINTASA

MITOCONDRIAL

Catabolismo de proteinas

AT1G11860 PROTEINA DE LA FAMILIA DE CORTE DE LA GLICINA

Tabla 13: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar

con la proteina p25 de lo aislados T36 y T318A coincidentes con la proteina p20 del aislado
T36 segun el diagrama de Venn.

Funcién metabdlica/molecular Proteinas Nicotiana benthamiana

Fotosintesis

AT1G44575 PSBS, SUBUNIDAD S DEL FOTSISTEMA Il

AT4G10340 LHCB5, COMPLEJO 5 DEL FOTOSISTEMA Il "LIGHT HARVESTING"

Biosintesis de acidos grasos

AT5G35360 SUBUNIAD DE LA ACETIL CO-ENZIMA A CARBOXILASA

Biosintesis proteinas

AT5G60390 EF1 ALPHA, COFACTOR DE UNION DEL GTP AL FACTOR DE
ELONGACION Tu

Transporte

AT5G13490 AAC2,TRANSPORTADOR 3 DE ADP/ATP

Cesion iones metalicos

AT5G17170 ENH1, POTENCIADOR DEL SISTEMA SOS3-1

Tabla 14: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar

con la proteina p25 de lo aislados T36 y T318A coincidentes con la proteina p20 del aislado
T318A, segun el diagrama de Venn.

Funcién metabélica/molecular Proteinas del huésped

Fotosintesis

ATCG00490 RUBISCO

AT1G29930 CAB140, PROTEINA CLOROFILICA DEL FOTOSISTEMA |1

AT1G15820 LHCB6, "LIGHT HARVESTING” COMPLEJO 6 DEL FOTOSISTEMA I

AT3G47470 LHCA4, PROTEINA CLOROFILICA DE LA SUBUNIDAD A4 DEL
FOTOSISTEMA |
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AT1G30380 PSAK, SUBUNIDAD K DEL FOTOSISTEMA |
AT3G54890 LHCA1, COMPLEJO GENICO 1 DEL FOTOSISTEMA | "LIGHT HARVESTING"
ATCG00020 PSBA, PROTEINA DEL CENTRO CATALITICO DEL FOTOSISTEMA II
AT5G38410 RBCS3B, RUBISCO SUBUNIDAD PEQUENA 3B
Defensa
AT5G02500 HSPc70-1, PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 70-1
AT5G09590 MTHSC70-2, PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 70-2 MITOCONDRIAL
AT1G61520 LHCA3, PROTEINA DEL COMPLEJO GEN 3 DEL FOTOSISTEMA | “ LIGHT
HARVESTING”
Union a proteinas
AT1G09340 CRB, PROTEINA CHAPERONA DE UNION A CLOROPLASTO
Transporte
AT4G39460 SAMC1, S-ADENOSILMETIONINA TRANSPORTADOR 1
AT4G28390 AAC3, TRANSPORTADOR 3 DE ADP/ATP

Reacciones de Oxido-Reduccion

AT3G26650 GAPA-1, GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO DEHIDROGENASA A SUBUNIDAD
1

AT1G42970 GAPA-2, GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO DEHIDROGENASA A SUBUNIDAD
2

AT1G13440 GAPA-C2, GLICERALDEHIDO 3-FOSFATA DEHIDROGENASA C2

Metabolismo carbohidratos

AT1G67090 RBCS1A, RIBULOSA BISFOSFATO CARBOXILASA 1A DE CADENA CORTA
Unién a ATP

ATMG01190 ATP1, SUBUNIDAD 1 DE LA ATP-SINTASA MITOCONDRIAL
ATCG00120 ATPA, SUBUNIDAD ALFA DE LA ATP-SINTASA DEL CLOROPLASTO

Respuesta a estrés

AT3G04120 GAPA-C, SUBUNIDAD C DE LA GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE
DEHIDIDROGENASA

ATCG00480 HSP70, PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 70

AT3G12580 PROTEINA DE LA FAMMILIA DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO 70

citoesqueleto

AT5G09810 ACT7, ACTINA 7

AT4G14960 TUAG6, TUBULINA ALFA-6

Tabla 15: Clasificacién funcional de proteinas de la planta susceptibles de interaccionar

con las proteina p25 de los aislados T36 y T318A coincidentes con las proteina p20 de los
aislados T36 y T318A, segun el diagrama de Venn.
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