RESUM

Els citrics sén el cultiu fruiter econdmicament més important tant a Espanya
com a la resta de paisos productors. La clau per a mantindre la competitivitat
d’aquest sector esta basat en obtindre material vegetal d’'una alta qualitat, per la
qgual cosa son indispensables els programes de millora. La millora dels citrics per
meétodes classics és molt complicada, per tant cal recérrer a les noves tecnologies
per a intentar accelerar i optimitzar el procediment. La recent seqiienciacié del
genoma de dues espécies de citrics ha permes identificar una llarga llista de gens
candidats a participar en determinats processos biologics. No obstant aixo, sén
necessaries noves analisis per a associar cada gen a un fenotip especific o funcié
biologica.

L'ds de vectors virals per a determinar la funcid de gens per mitja de
silenciament genic induit per virus (VIGS) ha demostrat ser una ferramenta molt atil
per als estudis de geneética reversa realitzats en plantes. Aquest sistema presenta
avantatges respecte als metodes tradicionals per a estudiar la funcié de gens, com
son la mutagénesi o la transformacio genética, en tant que permet assajar la funcié
de nombrosos gens en un curt periode de temps. Aixd és especialment critic en el
cas dels citrics, que presenten llargs periodes juvenils d’entre 6 i 8 anys i on la
transformacié genética de plantes adultes és molt complicada. A més, permet
estudiar la funci6 de gens que sén essencials per al creixement o el
desenvolupament de la planta, I'analisi dels quals és inviable amb els metodes
tradicionals.

Al comencament de la tesi s’havia desenvolupat un vector viral per a citrics
basat en el virus de la tristesa dels citrics (CTV), amb el qual es poden expressar
proteines, perd que no s’ha assajat per a estudiar la funcid de gens per mitja de
VIGS. Al laboratori disposavem d’un clon infeccids de cDNA del genoma complet del
virus del tacat foliar dels citrics (CLBV), un virus que infecta a totes les espécies i
varietats de citrics assajades, i que és asimptomatic en la majoria d’elles. Aquest
clon infeccids s’ha modificat per a obtindre vectors virals basats en el genoma de
CLBV que hi poden servir tant per a expressar proteines com per a silenciar,
mitjancant VIGS, gens de citrics per a la millora genética d’aquest cultiu. Per a dur-ho
a terme, s’ha introduit un punt de tall dnic Pm/l en dues zones del genoma de CLBV:
a I'extrem 3’ no traduible (vector c/bv3’) o en la zona del intergénica localitzada
entre els gens de les proteines de moviment i capsida (CP) (vector clbvIN). Per a
I’expressié de seqliencies foranies mitjangant la formacié d’un nou RNA subgenomic



(sgRNA) es va delimitar la seqiiéncia minima promotora del sgRNA CP mitjancant la
clonacié de fragments de diferent longitud al voltant de I'origen de transcripcid del
sgRNA al vector clbv3’. El fragment de 92 bases localitzat entre els nucleotids -42 i
+50 respecte a l'inici de la transcripcid del sgRNA CP contenia tots els elements
necessaris per a la promocié d’'un nou sgRNA in vivo. Aquesta seqliencia minima
promotora es va clonar als dos vectors virals previament desenvolupats per a genera
els vectors clbv3’pr i clbviNpr respectivament. Ambdds vectors van ser capacos de
produir un nou sgRNA i expressar proteines recombinants.

Per a determinar l'estabilitat dels vectors obtinguts, es clonaren en ells
fragments de seqliéncies lineals de diferent grandaria o en tandem invertit, per a la
formacié d’una estructura en forquilla, i s’inocularen plantes de N. benthamiana i
citrics. Totes les construccions derivades del vector clbv3” es mostraren estables al
llarg de les diferents brotacions analitzades durant al menys 3 anys, comprovant-ne
la replicacio viral e integritat de linserit. No obstant aix0, no es va detectar
multiplicacié viral amb cap de les construccions derivades del vector clbviIN.
L'estabilitat de les construccions derivades dels vectors amb el promotor duplicat
depenia de la grandaria de l'inserit. Amb totes elles es va detectar replicacid viral,
pero es van observar esdeveniments de recombinacié quan es clonaven fragments
superiors a 720 nt en el vector c/bvINpr o 408 nt en el vector clbv3 pr.

Un factor important per a determinar |'eficiéncia i funcionalitat dels vectors
desenrotllats és conéixer com es mou i es distribuix el virus en els distints teixits de
la planta. Per a aix0, es van inocular plantes de N. benthamiana i citrics amb la
construccio clbv3'pr-GFP, que expressa GFP en els teixits on es localitza el virus. En
N. benthamiana, |'observacié de GFP va permetre detectar la preséncia de CLBV en
la majoria de teixits, acumulant-se preferentment en oOvuls i regions
meristematiques. En citrics no es va poder visualitzar GFP pero el virus es va detectar
en regions meristematiques per mitja de RT-PCR a temps real i hibridacié molecular.
L'acumulacié de CLBV en teixits meristematics explicaria la dificultat d'eliminar este
virus per mitja de microempelt. Per a avaluar la capacitat dels vectors clbv3'pr i
clbviNpr per a expressar proteines es va clonar en ells la seqiiencia completa del gen
gfp i es va quantificar la proteina GFP sintetitzada en les plantes infectades.

En N. benthamiana, la quantitat de GFP estimada per al vector clbv3 pr va
ser de 16 ug de proteina per gram de pes fresc, quantitat que va resultar entre 5i 6
vegades superior a l'estimada per al vector c/bviNpr. No obstant aix0, en citrics, a
causa de la inestabilitat del vector clbv3'pr, només es va poder quantificar la



proteina expressada per la construccié del vector clbviNpr, estimant-se en 0.6 pg de
GFP per gram de pes fresc.

L'efectivitat dels vectors clbv3’, clbv3’pr i clbvINpr per a silenciar gens per
mitja de VIGS es va assajar clonant fragments de gens tant endogens de plantes (pds,
actina, sulfur) com el gen gfp introduit experimentalment en plantes transgeniques.
En citrics, totes les construccions dels tres vectors van induir fenotip de silenciament
del gen assajat, encara que el vector c/bv3’ va ser el més efectiu per a l'estudi de
VIGS en este hoste. No obstant aixo, en N. benthamiana només es va desencadenar
el silenciament en les plantes inoculades amb la construccié clbv3'pr-hp58PDS, que
expressa una forquilla de doble cadena d'un fragment de 58 nt del gen pds. En totes
les plantes silenciades es va detectar una disminucié del corresponent mRNA del gen
assajat i una acumulacié de siRNAs derivats tant del mRNA del gen inserit com del
RNA genomic del virus. D'altra banda, el fenotip de silenciament dels gens assajats
es va observar en successives brotacions, la qual cosa confirma la gran estabilitat
dels vectors basats en el genoma de CLBV.

Els vectors virals desenrotllats en esta tesi constituixen una ferramenta
eficient per a I'estudi de la funcié de gens per mitja de genetica reversa utilitzant la
técnica VIGS. També poden ser tils per a estudis de genética directa per mitja
d'expressid de proteines o per a la proteccid del cultiu enfront de malalties
produides per virus, bacteris i fongs o enfront de plagues d'invertebrats.



