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Resumen

El virus del mosaico amarillo del calabacin (ZYMV) es un virus de ARN perteneciente al género Potyvirus.
Este virus afecta sobre todo a cultivos de cucurbitaceas, causando importantes pérdidas en todo el
mundo. En este trabajo se ha tratado de entender cdmo el ZYMV se mueve por la planta huésped. Se
disponia de un clon infeccioso del virus etiquetado con el gen reportero Roseal (ZYMV-Ros1), el cual
induce la biosintesis de antocianinas, pigmentos rojos que permiten seguir la infeccion viral a simple
vista. Este virus se replica muy eficientemente en Nicotiana benthamiana e induce la produccién de
antocianinas en el tejido inoculado. Sin embargo, se mueve a larga distancia de forma subdptima y en
hojas distales solo se observan unas pocas manchas rojas inducidas por unas pocas particulas virales
que, de alguna manera, consiguen entrar en el floema y alcanzar el tejido sistémico. Por esto, debe
haber algun factor o factores en las cucurbitaceas, y no en N. benthamiana, que medien el movimiento a
larga distancia de este virus. Gracias a la posibilidad de seguir visualmente la infeccién, el clon infeccioso
ZYMV-Ros1 constituye un sistema experimental con un enorme potencial para estudiar cuales son estos
factores. Varios trabajos previamente publicados han sugerido que los factores de inicio de la traduccién
4E (elF4E) del huésped o sus isoformas elF(iso)4E podrian mediar en el movimiento a larga distancia de
los potyvirus. Con el fin de contrastar esta hipdtesis se clonaron los elF4E y elF(iso)4E de calabacin
(Cucurbita pepo) y meldn (Cucumis melo), huéspedes en los que el ZYMV se mueve eficientemente, de
N. benthamiana en el que el virus se mueve subéptimamente, y de N. tabacum cv. Xanthi nc donde el
virus no se mueve. Los factores de traduccién se clonaron en un pldsmido que permitia su expresion
transitoria en N. benthamiana y se coexpresaron junto al clon infeccioso ZYMV-Ros1. Se analizé el efecto
de esta coexpresién sobre la aparicién de focos de infeccidn sistémicos en N. benthamiana. Los
resultados mostraron que la coexpresién de dos alelos de elF4E de calabacin y elF(iso)4E de N. tabacum

cv. Xanthi nc favorecen el movimiento sistémico del ZYMV, apoyando la hipdtesis de que este factor esta




implicado en el movimiento a larga distancia del virus. Por otro lado se clonaron el elF4E de calabacin y
el elF(iso)4E de N. tabacum cv. Xanthi nc en el clon infeccioso ZYMV-Ros1 para estudiar el efecto de
estas proteinas sobre el movimiento viral cuando se expresan desde la misma poliproteina del virus. En
este caso los resultados mostraron que los factores de traduccion entorpecian el movimiento viral. La
conclusion de este trabajo es que los factores de inicio de traduccién del huésped parecen estar
implicados en el movimiento a larga distancia del ZYMV pero no son suficientes para mediarlo. Otros

factores del huésped deben estar también implicados en el proceso.
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Resum

El virus del mosaic groc de la carabasseta (ZYMV) és un virus d'ARN pertanyent al génere Potyvirus. Este
virus afecta sobretot a cultius de cucurbitacies, provocant importants pérdudes en tot el mén. En aquest
treball es tracta d’entendre com el ZYMV es mou per la planta hoste. Es disposava d'un clon infeccids del
ZYMV etiquetat amb el gen reporter Roseal (ZYMV- Rosl), el qual induix la biosintesi d'antocianines,
pigments rojos que permeten seguir la infeccid viral a simple vista. Este virus es replica molt eficientment
en Nicotiana benthamiana i induix la produccié d'antocianines en el teixit inoculat. No obstant aixo, es
mou a llarga distancia de forma suboptima i en fulles distals només s'observen unes poques taques roges
induides per unes poques particules virals que, d'alguna manera, aconseguixen entrar en el floema i
arribar a teixit sistémic. Per aco ha d'haver algun factor o factors en les cucurbitacies, i no en N.
benthamiana, que medien el moviment a llarga distancia d'este virus. Gracies a la possibilitat de seguir
visualment la infeccid, el clon infeccidos ZYMV-Ros1 constitueix un sistema experimental amb un potencial
enorme per a estudiar quins sén estos factors. Diversos treballs, préviament publicats, han sugerit que els
factors d’inici de la traduccié 4E (elF4E) de I'hoste o les seues isoformes elF(iso)4E podrien mediar en el
moviment a llarga distancia dels potyvirus. A fi de contrastar esta hipotesi, es van clonar els elF4E i
elF(iso)4E de carabasseta (Cucurbita pepo) i meld (Cucumis melo), hostes en els quals el ZYMV es mou
eficientment, de N. benthamiana, en que el virus es mou suboptimament, i N. tabacum cv. Xanthi nc on el
virus no es mou. Els factors de traduccid es clonaren en un plasmid que permetia la seua expressié
transitoria en N.benthamiana i es van coexpresar junt el clon infeccids ZYMV-Ros1. Es va analitzar I'efecte

d'esta coexpresid en l'aparicié de focus d'infeccié sistémics en N. benthamiana. Els resultats mostraren




que la coexpresié de dos al-lels de I'elFAE de carabasseta i I'elF(iso)4E de N. tabacum cv. Xanthi nc
afavorixen el moviment sistemic del ZYMV, recolzant la hipotesi de que este factor esta implicat en el
moviment a llarga distancia del virus. Per altra banda, es van clonar I’elFAE de carabasseta i I'elF(iso)4E de
N. tabacum cv. Xanthi nc en el clon infecciés ZYMV-Ros1, per a estudiar |'efecte d'estes proteines sobre el
moviment viral quan s'expressen des de la mateixa poliproteina del virus. En este cas els resultats
mostraren que els factors de traduccié entorpien el moviment viral. La conclusid d'este treball és que els
factors d'inici de la traduccid de I'hoste pareixen estar implicats en el moviment a llarga distancia del
ZYMV, pero no son suficients per a mediar este procés. Altres factors de I'hoste han d'estar també

implicats en el moviment sistémic del virus.
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Abstract

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) is a RNA virus belonging to genus Potyvirus. This virus particularly
affects cucurbitaceous plants and induces huge losses worldwide. This work has been aimed to understand
how ZYMV moves throughout the host plants. A ZYMV infectious clone tagged with the report gene Roseal
(ZYMV-Ros1) was available. This virus induces anthocyanin production and red pigments accumulation,
allowing the tracking by the naked eye of infection dynamics in the whole plant. The infectious clone
efficiently replicates in Nicotiana benthamiana and induces anthocyanin synthesis in the inoculated tissue.
However, the ZYMV-Ros1 clone moves suboptimally through the plant and a few numbers of red spots are
detected in some systemic leaves, what means that, somehow, some viral particles have entered in the
phloem and have reached systemic tissues. For this reason, some factor or factors from cucurbitaceous
plants that are not present in N. benthamiana should mediate in the long-distance movement of this virus.
The infectious clone ZYMV-Ros1 provides an extraordinary experimental system to study which are these
factors, since the virus allows following the infection by the naked eye. Previous researchers have
suggested that the translation initiation factors 4E (elF4E), from host plants, or its isoforms elF(iso)4E could
mediate in the long-distance movement of potyviruses throughout the host plants. With the aim of testing
this hypothesis, the elFAE and elF(iso)4E factors from zucchini (Cucurbita pepo) and melon (Cucumis melo),
host plants in which the ZYMV moves efficiently, from N. benthamiana, where the virus moves

suboptimally, and from N. tabacum cv. Xanthi nc, where the virus does not move, were cloned. The




translation factors were cloned in an expression plasmid that allows their expression in N. benthamiana
and were coexpresed together with the infectious clone ZYMV-Ros1. The effect that the coexpression had
on the systemic infection in N. benthamiana was analyzed. The results showed that coexpression of two
elFAE alleles from zucchini and the elF(iso)4E from N. tabacum cv. Xanthi nc improved the ZYMV systemic
movement, supporting the hypothesis that this factor is involved in the long distance movement of virus.
Besides this, the elF4E from zucchini and the elF(iso)4E from N. tabacum cv. Xanthi nc were cloned in the
infectious clone ZYMV-Rosl to study the effect of these proteins on viral movement when they are
expressed from the virus polyprotein. In this case the results showed that translation factors hampered the
viral movement. The conclusion of this work is that translation initiation factors of the host appear to be
involved in the long distance movement of ZYMV, but they alone are not sufficient to mediate this

movement. Other host factors must be also involved in the process.
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1. INTRODUCCION

1.1. Virus de plantas

En 1886 el alemdan Adolph Mayer publicé los resultados de sus estudios sobre una enfermedad
gue causaba mosaico en las hojas de tabaco. Mayer consiguié transmitir la enfermedad de planas
infectadas a plantas sanas, pero no consiguio aislar el agente infeccioso. Aunque si demostré que
debia ser muy pequefio y no era cultivable. Afios mas tarde, en 1892, Dimitri lvanovsky,
trabajando con la misma enfermedad, descubrid que el agente causal pasaba a través de los filtros
de porcelana, los filtros bacterioldgicos de la época, y propuso que el causante de la enfermedad
debia ser un microorganismo productor de toxinas, las cuales si podian pasar a través de los filtros
gue utilizd. Pero seis afios después, en 1898, Martinus Willem Beijerinck realizé un experimento
muy parecido al de lvanovsky, llegando a la conclusion de que el agente causal no solo podia pasar
los filtros de porcelana, sino que ademas difundia a través de agar y era capaz de multiplicarse en
los tejidos de las plantas infectadas, lo cual descartaba totalmente la toxina bacteriana. Beijerinck
llamé al agente causal del mosaico del tabaco “Contagium vivum fluidum” (Beijerinck, 1898) y
aunque al principio tuvo poca aceptacién, a principios del siglo XX se fueron descubriendo agentes
infecciosos, filtrables, capaces de causar enfermedades en animales y poco a poco fueron
adquiriendo el nombre de virus (Milton, 1998; Horzinek, 1997).

Desde el momento en el que Beijerinck acuiid el término de “Contagium vivum fluidum” se
llevaron a cabo toda una seria de experimentos con el fin de describir lo que hoy conocemos como
virus. Los virus son algo totalmente diferente a lo que se conocia hasta la época ya que no son
formas de vida celulares. Las particulas virales se ensamblan a partir de los componentes
estructurales codificados en su propio genoma y precisan de la maquinaria de la célula huésped
para poder replicarse, lo cual hace que fuera de esta no puedan multiplicarse, convirtiéndolos en
parasitos obligados (James y Perry, 2004). En cuanto a la morfologia, puede ser muy variada, pero
todos los virus estan formados bdsicamente por una capsida proteica que envuelve el material
genético, bien en forma de ADN o ARN, tanto de doble como simple cadena, y ademas, algunos
virus presentan una membrana lipoproteica que los rodea. A partir de su material genético los
virus generan ARN mensajero (ARNm) para poder sintetizar las proteinas que necesitan para
replicarse. Para poder moverse a través de sus plantas huésped necesitan poder interaccionar con
alguna proteina, o factor, de la misma, que permita su diseminacién, ya que por si solos no tienen
esta capacidad (Gergerich y Dolja, 2006).

Los virus de plantas suponen un enorme problema, sobre todo cuando afectan a los cultivos mas
importantes, sobre los que pueden causar grandes pérdidas en la produccién. Esto repercute en
pérdidas econdmicas, como se ve en la Tabla 1, y lo que es mas importante, comprometen el
abastecimiento de alimentos especialmente en las regiones menos desarrolladas (Strange y Scott,
2005). A pesar de que siempre se toma a los virus como agentes perjudiciales, se estan
empezando a describir relaciones planta-virus que proporcionan efectos beneficiosos a la propia
planta, como aumentar la resistencia a la sequia o las bajas temperaturas (Roossinck, 2013; Xu et
al. 2008).



Tabla 1. Ejemplos de pérdidas econdmicas causadas por virus (Hull, 2009). Datos obtenidos a partir de Prins y Goldbach
(1996).

Cultivo Virus Pais Perdidas/aiio
Arroz Tungro Sud este asiatico $1,5x 10°
Ragged stunt Sud este asiatico $1,4x10°
Hoja blanca Sur y centro américa $9x 10°
Cebada Barley yellow dwarf RU £6 x 10°
Trigo Barley yellow dwarf RU £5x 10°
Patata Potato leafroll RU £3-5x10’

Potato virus Y
Potato virus X

Remolacha azucarera Beet yellows RU £5-50x 10°
Beet mild yellows

Citricos Citrus tristeza Todo el mundo £9-24x 10°

Cassava African cassava mosaic Africa $2x10°

Differentes cultivos Tomato spotted wilt Todo el mundo $1x10°

Los virus pueden trasmitirse de muchas formas. Cada virus es un caso particular y podrd
transmitirse de una u otra manera, dependiendo de las interacciones entre virus, huésped y medio
ambiente. Una de las principales vias que los virus tienen para pasar de una planta a otra son los
vectores, ya sean insectos, hongos o nematodos. Ademas, el contacto con material vegetal
infectado también puede permitir la transmisidén del virus, a través de injertos, polen o plantas
parasitas por ejemplo. La multiplicacidon vegetativa de las plantas también es una via comun de
propagacién viral, en los tubérculos, bulbos o esquejes. Asimismo, unos pocos virus tienen la
capacidad de mantenerse en las semillas y de esta forma infectar la nueva planta cuando esta
empieza a crecer. Por ultimo es importante sefialar que la accién humana favorece la transmision
mecanica de los virus, por medio de los utensilios de trabajo o la ropa. Esto hasta no hace mucho
limitaba la transmisidn de los virus a zonas mds o menos cercanas, pero con la globalizacion y las
formas tan féciles que hay para moverse a largas distancias se ha favorecido la diseminacion de los
virus a zonas a las que antes era impensable que pudieran llegar (Roossinck, 2013).

1.2. Potyvirus

La familia Potyviridae engloba a unas 200 especies de virus diferentes, los cuales infectan a un
gran nimero de plantas, incluyendo legumbres, cereales, frutales o plantas ornamentales. Entre
ellas se encuentran algunas de gran valor comercial, como la patata, tomate, meldn o calabacin.
Los virus de esta familia se caracterizan por provocar en las células infectadas inclusiones
citoplasmaticas en forma de molinillo, faciles de ver con el microscopio electrénico (Lépez-Moya y
Garcia, 2008). Ademas, todos los virus de esta familia presentan un genoma de ARN de cadena



simple y polaridad positiva, encapsidado en una particula proteica con morfologia de filamento

flexuoso (Figura 1).

Figura 1. Particulas del virus del grabado del tabaco, género Potyvirus, bajo microscopio electrénico. Escala 200 nm
(Lopez-Moya y Garcia, 2008).

Esta familia esta formada por seis géneros, de los cuales, el género Potyvirus es el mas importante,
ya que engloba a mas de la mitad de todos los virus que la forman, unas 120 especies. Los virus de
este género son transmitidos por afidos, de manera no persistente. Las particulas virales tienen
una capsida proteica formada por aproximadamente 2000 unidades de proteina de cubierta (CP),
con una longitud de entre 700 y 900 nm y una anchura de entre 11 y 15 nm (Figura 1). El genoma
de estos virus es monapartido. Estd formado por una Unica molécula de ARN de cadena simple y
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Figura 2. Mapa gendmico de los virus del género Potyvirus, cascada de protedlisis de la
poliproteina formada tras la traduccién, las flechas sefialan el lugar donde cada proteasa
actua, y funcién de cada una de las proteinas (Lopez-Moya y Garcia, 2008).
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polaridad positiva de 10 kb, unida covalentemente a la proteina VPg (viral protein genome-linked)
en el extremo 5’. En 3’ contienen una cola de poliadenina de longitud variable. El genoma tiene
una pauta abierta de lectura (ORF, de open reading frame) principal, que codifica una poliproteina
de entre 340-370 kDa, a partir de la cual se genera una cascada de autoprotedlisis, que da lugar a
un total de 10 proteinas maduras (Figura 2). Estas son P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, NlaPro,
Nlb y CP, codificadas del extremo amino- terminal (N-terminal) al carboxilo terminal (C-terminal).
Las funciones de estas proteinas y sus tamanos estan recogidas en la Figura 2. Ademads, hay dos
regiones de unos 200 nucledtidos no codificantes, tanto en el extremo 5 como en el 3’ del
genoma, antes de la cola de poliadenina. Estas regiones participan en la traduccién y replicacién
del ARN (Adams et al. 2005; Lopez-Moya y Garcia, 2008).

Una vez el potyvirus entra en la célula vegetal lo primero que ocurre es la liberacidon del material
genético y su traduccion a través de la maquinaria de la célula huésped. A continuacién, las
proteinas virales traducidas actdan junto a proteinas de la planta para formar un complejo de
replicacién viral. Se forma una doble cadena de ARN a partir de la cual se sintetizan nuevos
genomas virales. Estas nuevas cadenas de ARN son encapsidadas, y una vez ensambladas, las
nuevas particulas virales ya pueden ser adquiridas por los vectores y trasmitirse a otras plantas, o
bien, moverse a través de la planta. (L6pez-Moya y Garcia, 2008; Dougherty y Carrington, 1998).

Para moverse a través de la planta es necesario que las particulas virales interaccionen con
proteinas de la planta que faciliten su diseminacién. Varias investigaciones, como la de Contreras-
Paredes et al. (2013) o Ruffel et al. (2002), sefialan a los factores de inicio de la traduccién elFAE y
elF(iso)4E como posibles factores que facilitan el movimiento sistémicos de los potyvirus a través
de la planta.

1.3. Virus del mosaico amarillo del calabacin (ZYMV)

En 1973 aparecid una nueva enfermedad en los cultivos de calabacin en el norte de Italia. Afios
mas tarde, en 1981, Lisa et al (1981). describieron que esta enfermedad estaba causada por un
virus perteneciente al género de los potyvirus, al que llamaron virus del mosaico amarillo del
calabacin (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV). En muy poco tiempo se encontré el ZYMV en los
cinco continentes (Lecoq y Desbiez, 2008).

El ZYMV, como todos los potyvirus, presenta particulas virales alargadas y flexuosas, con una
longitud de 750 nm, y su genoma esta formado por 9600 nucleétidos (Lisa et al. 1981).Este virus
infecta principalmente a todas las especies de cucurbitaceas, sobre las que puede causar pérdidas
de hasta el 100% de la cosecha, sobre todo si infeccion se produce en estadios tempranos (Blua y
Perring, 1989). También puede infectar algunas especies ornamentales o hierbaceas, y aunque
estas muestran normalmente sintomas mucho menos severos, siempre aparecen las tipicas
inclusiones citoplasmadticas en forma de molinillo de los potyvirus (Figura 3). Los sintomas varian
dependiendo del cultivo infectado y la cepa del virus, pero en lineas generales puede producir
retraso del crecimiento, clorosis local, ampollas, aclaramiento de venas, amarilleamiento y
mosaico en las hojas. También deformacién de hojas, frutos e incluso semillas, provocando ratios
de germinacion muy bajos. Ademds, en los frutos puede causar mosaico, necrosis vy



endurecimiento de la carne, entre otros. Si los sintomas son muy severos puede llegar a causar
necrosis sistémica y muerte de la planta (Lecoq y Desbiez, 2008; Lisa et al. 1981). En la Figura 4 se

muestran algunos de estos sintomas.
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Figura 3. Inclusiones citoplasmaticas
de calabacin. (Lisa et al. 1981)

Figura 4. Sintomas causados por el ZYMV. (A) Sintomas en fruto de calabaza (Cucurbita pepo L.). (B) Sintomas en
hoja de calabaza “butternut” (Cucurbita moschata). (C) Sintomas en calabaza de verano (Cucurbita pepo). (D)
Sintomas en hojas y fruto de calabacin (Cucurbita pepo). Tomado de Astier et al. (2001). (E) Sintomas en calabaza de
verano (Cucurbita pepo). Tomado de Perring et al. (1992).

El ZYMV se transmite de forma no persistente por medio de diferentes especies de afidos, como
las que se muestran en la Tabla 2 (Lisa et al. 1981; Perring et al., 1992). Los principales reservorios
son cultivos y hierbas que permanecen infectadas de la temporada previa, aunque los frutos
(Lecoq y Desbiez, 2008), e incluso las semillas, también pueden ser focos de infeccién. Esta ultima
capacidad se ha encontrado sélo en algunas cepas, pero podria explicar la rapida expansién del
ZYMV a todo el mundo (Schrijnwerkers et al., 1991; Glasa y Kollerova, 2007).



Tabla 2. Tabla con los diferentes afidos capaces de transmitir el ZYMV
Perring et al., 1992)

Vectors of ZYMV
Aphis spireacola Van der Goot Spirea aphid
*Aphis craccivora Koch Cowpea aphid
*Aphis gossypii Glover Melon/cotton aphid
Aphis middletonii (Thomas) Erigeron root aphid
*Acyrthosiphon kondoi Shinji Blue alfalfa aphid
*Acyrthosiphon pisum (Harris) Pea aphid
*Lipaphis erysimi (Kaltenbach) Turnip aphid
*Macrosiphum euphorbiae (Thomas) Potato aphid
*Myzus persicae (Sulzer) Green peach aphid ‘ o
Uroleucon sp. Figura 5. Aphis craccivora Koch

El ZYMV es un virus muy variable. Se han encontrado cepas que causan sintomas muy diferentes
en los mismos huéspedes, incluso cepas que encuentran resistencia en huéspedes susceptibles
para otras. Ademas, diferentes cepas son trasmitidas por diferentes especies de afidos. Tras
muchos estudios, se ha descrito la regidon que codifica la CP como zona de alta variabilidad, sobre
todo la regidon N-terminal, ya de por si muy variable entre los potyvirus. Tal es la variabilidad que
actualmente se tienen mas de 200 secuencias parciales diferentes de esta region en ZYMV (Lecoq
y Desbiez, 2008). Este dato es clave, ya que la amplia capacidad de variar que posee esta especia
hace que sea especialmente dificil encontrar resistencias, por lo que es esencial conocer con todo
detalle cémo y qué factores intervienen en su replicaciéon y movimiento a través de la planta
huésped. Ademads de todo esto, la peligrosidad de este virus radica en la rapidez en que es capaz
de transmitirse e infectar las plantas, sobre todo las mas jovenes. Asi, nada mas se realiza la
plantacidn, si hay un reservorio de ZYMV, este infectara las plantas mas cercanas y en muy poco
tiempo los vectores transmitiran el virus a toda la plantacidn, causando grandes pérdidas.

1.4. Movimiento sistémico de los virus

Una vez el virus entra en una planta y empieza a replicarse tiene dos opciones, bien ser adquirido
por un vector y transmitirse a otro huésped, o bien moverse a través de la planta. Los virus pueden
moverse a células adyacentes y volver a empezar su ciclo infectivo, o pueden moverse a larga
distancia, a otros tejidos alejados del foco primario de infeccién, lo que se conoce como
movimiento sistémico de los virus. Este movimiento sistémico es un proceso muy complejo. Una
vez el virus entra en la planta tiene que replicarse dentro de la célula infectada, luego, tiene que
moverse célula a célula a través de los plasmodesmos hasta llegar al sistema vascular, a través del
cual se mueve a zonas alejadas de la planta. Finalmente, las particulas virales tienen que salir del
sistema vascular, para lo cual tienen que restablecer el movimiento célula a célula y su capacidad
de replicacion. Para que el virus consiga realizar este proceso tiene que pasar a través de tipos
celulares y drganos muy diferentes. En la Figura 6 se muestra esquemdticamente este proceso
(Nelson y van Bel, 1998; Cronin et al., 1995).

El proceso que permite al virus moverse sistémicamente involucra tanto proteinas del propio virus
como de la planta huésped. Muchas investigaciones proponen que las proteinas de los potyvirus
VPg, CP o HC-Pro y, particularmente, P3N-PIPO tienen un papel importante en este proceso
(Gilbertson y Lucas, 1996; Seron y Haenni, 1996; Cronin et al., 1995; Vijayapalani et al., 2012). En
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cuanto a los factores del huésped, se ha atribuido funciones a proteinas como la PME (pectin
methylesterase), la 6-1,3-glucanasa, o los factores de inicio de la traduccién elF4E y su isoforma
elF(iso)4E (Ueki y Citovsky, 2007). Los factores de traduccién 4E poseen la capacidad de moverse a
través de las células de las plantas (Gao et al., 2004), lo que los hace grandes candidatos a ser
factores clave en el movimiento sistémico de los potyvirus.

Exit from phloem vasculature to
start new infection sites

B

Replicationinto inoculated leaf and
cell-to-cell movement

Entry into phloem vasculature and
long-distance movement v
Epidermal cells i Sieve
DMesophyll cells DBundle sheath DVascular parenchyma DCompamon cells elements

—— Plasmodesmata >—Pore Plasmodesmal Units (PPUs) <:| Viral transport complex

( ™ Viral replication Viral cell-to-cell movement Viral long-distance movement
Protein synthesis via plasmodemasta via phloem vasculature

Figura 6. Movimiento sistémico de las particulas virales en la planta. Se ve como el virus ha de pasar por células de
diferentes tejidos y a través del sistema vascular para poder llegar a las zonas mas lejanas de la planta. Tomado de
Clémence et al. (2013).

1.5. Factores de inicio de la traduccion elF4E y elF(iso)4E y su interaccion con los virus

Los factores de inicio de la traduccidn elF4E y su isoforma, elF(iso)4E, forman parte del complejo
de inicio de la traduccidn de eucariotas (Figura 7), y ademas participan en otros procesos celulares
como la exportacion de ARN desde el nucleo (Lejbkowicz et al., 1992).

En el proceso de traduccién el paso critico es el del inicio, y es en este momento cuando actuan los
factores 4E, ya que son los que interaccionan directamente con los ARN mensajeros a través de la
caperuza 5’ (Robaglia y Caranta, 2006). Ademas de con la caperuza 5’ de los ARN mensajeros, se
ha visto que estos factores son capaces de interaccionar directamente con los ARN virales,
permitiendo el inicio de su sintesis (Wang et al., 1997).



Figura 7. Complejo de inicio de la traduccion eucariota (Robaglia y Caranta, 2006). Se observa como es elF4E el factor que
interacciona con la caperuza, Cap, del ARN mensajero.

Hay muchos estudios que describen la relacién de los factores 4E con la capacidad de los potyvirus
de iniciar su ciclo infectivo. Wang et al. (2009) identificaron al elF(iso)4E de ciruelo (Prunus
domestica) como el factor que permitia al virus de la sharka (Plum pox virus, PPV) infectar estas
plantas a través de la interaccidn con la proteina viral VPg. Leonard et al. (2000) descubrieron que
elF(iso)4E de Arabidopsis thaliana era necesario para que el virus del mosaico del nabo (Turnip
mosaic virus, TuMV) pudiera infectar estas plantas. Ademas, se vio que esto se daba por la
interaccion de la proteina VPg con el factor de traduccidon y encontraron un dominio de VPg
altamente conservado entre los potyvirus a través del que se da la interaccién con el factor
elF(iso)4E, sugiriendo que esta interaccion es critica para la produccion viral. Estas observaciones,
junto a otras mostradas en la Tabla 3, identifican a los factores 4E como cruciales para que los
potyvirus puedan iniciar su ciclo infectivo en las plantas que infectan.

Tabla 3. Factores de inicio de la traduccidn requeridos por diferentes virus para poder iniciar su ciclo infectivo.

Virus Planta Factor de Resultado Referencias
traduccidn
29 .
Virus de la sharka (PPV) Prunus domestica elF4(iso)E 82% pljam.tas . Wang et .,
trasngénicas resistentes | 2013
Vi I i | . . . . . L l.,
(_II_LL:\;S;E SR ER Arabidopsis thaliana | elF4(iso)E | Plantas resistentes ztce)c(a)r(;ard eta
Virus del grabado del tab Lellis et al.
(1{;1:/5) €l grabado del tabaco Arabidopsis thaliana | elF4(iso)E | Plantas resistentes 2((230I§e #hky
. . . Ruffel et al.
Virus Y de la patata (PVY) Capsicum spp. elF4E Plantas resistentes Zgoze eta

Ademas, se ha visto que estos factores no sélo son importantes en el inicio del ciclo infectivo de
los potyvirus, sino que se cree que son necesarios para que estos puedan adquirir movimiento
sistémico a través de sus huéspedes. Ruffel et al. (2002) vieron que al expresar en un cultivar de



pimiento resistente al virus Y de la patata (PVY) el elF4E de un cultivar susceptible, el virus era
capaz de saltarse la resistencia y ademads adquiria la capacidad de moverse sistémicamente por la
planta. Algo similar hicieron Nicaise et al. (2003), restaurando la infectividad y el movimiento
sistémico del virus del mosaico de la lechuga (Lettuce mosaic virus, LMV) en plantas resistentes, al
expresar el factor elF4E de huéspedes susceptibles. Contreras-Paredes et al. (2012) propusieron
también que el elF(iso)4E de A. thaliana era el factor que permitia al virus del grabado del tabaco
(Tobacco etch virus, TEV) moverse sistémicamente por la planta.

Se han descrito interacciones de estos factores con diferentes proteinas de los potyvirus, como
HC-Pro (Ala-Poikela et al., 2011), CP (Contreras-Paredes et al., 2012) y VPg (Leonard et al., 2000;
Duprat et al., 2002; Wang et al., 2009). Parece que estas interacciones son muy especificas, por lo
gue a la hora de estudiar el papel de los factores 4E en el movimiento sistémico del ZYMV es
esencial ensayar el maximo numero posible de estos factores, seleccionando especialmente los de
los huéspedes naturales.

1.6. Familia de las cucurbitaceas

La familia de las cucurbitdceas engloba a 118 géneros y mds de 820 especies, de entre estas,
algunas de gran valor comercial, como son el calabacin, meldn, sandia, pepino o calabaza. Estas
plantas se distribuyen por las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo. Hay muy
pocas especies capaces de crecer en zonas de clima templado, ya que todas las plantas de esta
familia son sensibles al frio y las heladas.

Todas las especies cultivadas tienen tallo herbaceo, rastrero o trepador, y suelen presentar
zarcillos. La gran mayoria son monoicas, aunque también hay dioicas o andromonoicas. Las plantas
suelen tener raices y brotes delgados. La gran mayoria de especies de cucurbitaceas abren sus
flores durante el dia y permiten asi que las abejas, sus grandes polinizadoras, entran en contacto
con los granos de polen, recubiertos normalmente por una gruesa capa de aceite de color amarillo
0 naranja. Hay especies perennes y anuales, aunque todas se cultivan como anuales, siendo el
principal objetivo de su cultivo el de la produccién de frutos, con morfologia, colores y sabores
muy variados, tal y como se observa en la Figura 8 (Schaefer y Renner, 2011).
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Figura 8. Frutos de cucurbitaceas

La produccién de cucurbitdceas es muy importante a nivel mundial. Segun la FAO, en 2012 se
cultivaron 1.339.006 hectareas para la produccion de meldn, 1.788.773 para la produccién de
calabazas y calabacines, y 2.109.651 para pepinos y pepinillos, produciéndose un total de
31.925.787, 24.616.115 y 65.134.078 toneladas de productos, respectivamente. Estos datos ponen
de relieve la importancia de las cucurbitaceas a nivel mundial. El problema es que hay muchas
enfermedades causadas por hongos, nematodos, bacterias y virus, que provocan grandes pérdidas
en su produccion, sobre todo en zonas donde el acceso a los pesticidas es mas complicado. Por
esto, se estd llevando a cabo numerosos proyectos de investigacién con el objetivo de conocer
como actuan estos agentes patdgenos, y asi, poder desarrollar variedades resistentes.
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2. OBJETIVOS

Conocer como los virus se mueven por las plantas huésped resulta esencial para desarrollar
estrategias de resistencia a las enfermedades que éstos causan. Se dispone de un clon infeccioso
del ZYMV etiquetado con el gen reportero Roseal (ZYMV-Rosl), el cual se replica muy
eficientemente en Nicotiana benthamiana, pero se mueve a larga distancia de forma subdptima.
Trabajos previos sugieren que los factores de inicio de la traduccidon elF4E y su isoforma elF(iso)4E
podrian mediar en el movimiento a larga distancia de los potyvirus. En este proyecto de final de

grado se pretende:

1. Clonar los factores de traduccion elF4E y elF(iso)4E de Cucurbita pepo (calabacin), Cucumis
melo (melén), huéspedes naturales de ZYMV, y de N. benthamiana y N. tabacum cv.
Xanthi nc (no huésped) en un plasmido binario que permita su expresion transitoria en N.

benthamiana.

2. Coexpresar estos factores de traduccién junto al clon viral ZYMV-Ros1 en N. benthamiana

y evaluar su contribucidn al movimiento sistémico del virus.

3. Insertar alguno de estos factores de traduccion en el clon infeccioso ZYMV-Ros1 para que

se exprese en el mismo contexto que el resto de proteinas virales.

4. Inocular plantas de N. benthamiana con los virus recombinantes que expresan factores de

traduccion y analizar su efecto sobre el movimiento sistémico del ZYMV-Ros1.

13



MATERIALES Y
METODOS



3. MATERIALES

3.1. Material vegetal

Para la purificaciob de ARN mensajero y posterior clonacion de los ADN de los factores de
traduccion elF4E y elF(iso)4E se utilizaron 0.5 g de tejido foliar de calabacin (Cucurbita pepo),
meldn (Cucumis melo), Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc y Nicotiana benthamiana.

En los experimentos de infeccidn viral se agroinocularon plantas de N. benthamiana de entre 23 y
26 dias. Tras la inoculacidn, las plantas se crecieron en una cadmara a 25°C con iluminacion
mediante tubos fluorescentes y con un fotoperiodo de 12 h de luzy 12 h de oscuridad.

3.2. Material bacteriano

Para la clonacién y construccién de los plasmidos se utilizd la cepa DH5a de Escherichia coli,
mientras que para las agroinoculaciones se utilizé la cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens,
conteniendo el plasmido auxiliar pS48.

3.3. Plasmidos

El plasmido pBSAE se utilizé para clonar los ADNc de los factores de traduccion elFAE y elF(iso)4E.
Se trata de un derivado de pBluescript Il KS+ que contiene el gen que confiere resistencia a
ampicilina y el fragmento a del gen de la B-galactosidasa interrumpido por un sitio de clonacion
multiple. El plasmido pG53TVZ se utilizd para expresar los factores de traduccion elF4E y
elF(iso)4E en N. benthamiana. Este plasmido permite expresar proteinas en planta bajo control de
promotor y terminador 35S de CaMV y secuencias 5" y 3’ UTR de TEV. Tiene un polylinker con dos
sitios Eco31l y admite insertos flanqueados por 5’-AGCC-3’ y 5’-TGAT-3'. El pldsmido pBZYMV-F3R
es un clon parcial del ZYMV-Ros1 en el que Roseal estd entre Nlb y CP. Este plasmido se utilizd
para introducir, entre Roseal y CP, los factores de traduccién elF4E y elF(iso)4E en el genoma del
ZYMV-Rosl. pGZYMV-Ros1 es el pldasmido que contiene el clon completo del ZYMV-Ros1. A este
plasmido se traspasaron fragmentos de las construcciones del pBZYMV-F3R, con los factores de
traduccion elF4E y elF(iso)4E, y se utilizd para expresar el ZYMV-Ros1 junto con los factores de
traduccion elF4E y elF(iso)4E en N. benthamiana.
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4. METODOS

4.1. Purificacidon de ARN total con columnas de gel de silice.

Se trituraron 0.5 g de hojas jévenes de calabacin, meldén, N. tabacum cv. Xanthi nc y N.
benthamiana, con nitrégeno liquido en un mortero. Tras triturar, se afadieron 5 volumenes (2.5
ml) de tampdn TEX (4 M tiocianato de guanidinio, 0.1 M acetato sddico pH 5.5, 10 mM EDTA, 0.1
M 2-mercaptoetanol). El extracto se traspasd a tubos Eppendorf y se mezclé vigorosamente con
vortex. Hecho esto, se centrifugd 5 min a 13000 rpm y el sobrenadante se traspasé a un tubo mas
grande, donde se afiadieron 0.65 volumenes de etanol al 96%. Se volvié a mezclar con vortex, para
después transferir 0.75 ml de la mezcla a columnas de gel de silice (Thermo Scientific), situadas
sobre Eppendorf de 2 ml. Se centrifugd 5 min a 13000 rpm, se descarté el filtrado y se repitio el
proceso hasta pasar todo el extracto. Después, la columna se lavé con 0.5 ml de TLA (70% etanol,
10 mM acetato sddico pH 5.5), centrifugando 30 s. Se descarto el filtrado y se hizo otro lavado con
0.5 ml de TLA, ahora centrifugando 1 min. Tras el lavado, se traspasd la columna a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml y el RNA se eluyod con 40 pl de TEL (10 mM Tris-HCI pH 8.5), incubando 1 min
a temperatura ambiente y centrifugando 2 min a 13000 rpm. La elucién se repitié dos veces,
utilizando para la segunda elucion el filtrado de la primera.

4.2. Transcripcion inversa (RT)

Para amplificar los elF4E y elF(iso)4E de meldn, calabacin, N. Tabacum cv.Xanthi nc y N.
benthamiana se realizaron reacciones de RT seguidas de amplificacién por PCR. La mezcla de los
reactivos se realizd sobre hielo, en cabina de flujo y utilizando puntas con filtro para evitar
contaminaciones. En un tubo Eppendorf de 0.2 ml se pipetearon 2 pul de ARN molde, 1 ul de
cebador (5 pmol/ul) y 3.5 ul de agua miliQ. La mezcla se incubé en un termociclador (Techne TC-
512) a 98°C durante 1.5 min y se dejo bajar la temperatura a 42 °C, momento en el que se afiadié 2
ul de tampon RT (x5) (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl, y 50 mM DTT), 1 ul de
10 mM dNTPs , 0.25 ul de inhibidor de RNasas (40 U/ul) y 0.25 pl del enzima M-MuLV RT (200
U/ul, Thermo Scientific). La incubacién continud 45 min a 42°C, 10 min a 50°Cy 5 min a 60°C.

4.3. Amplificacion de ADN mediante PCR con la DNA polimerasa Phusion

Mediante la PCR se amplificaron los productos de la reaccidén de RT. De nuevo, los reactivos se
mezclaron sobre hielo, en cabina de flujo y utilizando puntas con filtro. El volumen de reaccién
final fue de 20 pl y se utilizé el mismo termociclador. En tupos Eppendorf de 0.2 ml se mezclé 1 pl
de producto de la RT, 4 ul de tempdn HF (x5) (Thermo Scientific), 0.6 ul de dimetil sulféxido
(DMSO0), 0.4 pl de 10 mM dNTPs, 0.4 pl de cada cebador (25 pmol/ul), 0.2 pl del enzima DNA
polimerasa Phusion (2U/ul) (Thermo Scientific) y la cantidad de agua miliQ necesaria para alcanzar
el volumen final. La reaccién se incubé 30 s a 98°C, seguidos de 30 ciclos de 10 s a 98°C, 30 s a 55°C
y 30 s a 72°C para productos menores a 1kpb. Para productos mayores se aplicé la regla de 15 s/1
kpb. Tras los 30 ciclos, se realizd una extensién final de 10 min a 72°C. En general, para cada PCR
se ajustaron el tiempo de extension y el numero de ciclos en funcién del producto a amplificar.
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4.4. Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis en gel de agarosa 1% se realizaron para separar y analizar los fragmentos de
ADN. Para preparar la agarosa se afiadieron 4 g de esta a 40 ml de tampodn TAE (x10) (TAE x1 es 40
mM Tris, 20 mM acetato de sodio, 1 mM EDTA, pH 7.2) y 360 ml de agua. La mezcla se calenté
hasta disolver la agarosa y se mantuvo a 60°C. Se utilizaron minigeles (8 x 6.5 x 0.5 cm) o geles mas
grandes (15 x 11 x 0.5 cm), dependiendo del nimero de muestras. Los geles se preparan vertiendo
25 ml o 75 ml, respectivamente, de agarosa 1% sobre el soporte donde estaba el peine con el
numero de pocillos requerido, y dejando enfriar al menos 15 min. A continuacidn, se retird el
peine y se coloco el gel con su soporte en la cubeta de electroforesis. Las muestras se cargaron en
los pocillos con la cantidad correspondiente del tampdn de carga LB (x10) (50% glicerol, 10 mM
EDTA pH 8.0, 0.0025% azul de bromofenol y 0.0025% xilencianol). En todas las electroforesis
también se cargaron 10 ul del marcador de pesos molecular de 1 kpb de Thermo Scientific. Tras la
carga, los minigeles se corrieron 75 min a 60 V y los geles mas grandes a 75 V durante 90 min.

Para la deteccidn del ADN, el gel se colocd en una cubeta con 200 ml de agua y 10 ul de bromuro
de etidio (10 mg/ml). Tras 15 min en agitacidn, el gel se lavo tres veces con agua para eliminar el
exceso de bromuro de etidio. El ADN se visualizé mediante irradiacién con luz ultravioleta
(UVITEC).

4.5. Purificacidon de ADN a partir de un gel de agarosa

Para purificar ADN a partir de fragmentos de gel de agarosa se utilizd el kit DNA Clean &
Concentration™-5 (Zymo Research). Los fragmentos del gel de agarosa que contenian el ADN de
interés se cortaron, introdujeron en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se pesaron. A continuacion se
afiadieron 3 volumenes del tampdn de disoluciéon de agarosa (ADB) y se incubé 5-10 min a 55°C
hasta disolver el gel. La mezcla se traspasd a una columna de gel de silice situada sobre un tubo
Eppendorf de 2 ml. Se centrifugd 10 s a 13000 rpm y se descartd el filtrado. Después se lavo la
columna afiadiendo 200 pl del tampdn de lavado (WB), centrifugando 10 s a 13000 rpm. Se
retird el filtrado y se volvié a lavar la columna con 200 pl de WB. La columna se traspasé a un
tubo Eppendorf de 1.5 ml y el ADN se eluyé con el volumen adecuado (segun el caso) de
tampdédn TEL (10 mM Tris-HCI pH 8.5), incubando 1 min a temperatura ambiente vy
centrifugando otro minuto a 13000 rpm.

4.6. Fosforilacion de ADN

Para poder ligar ADN con extremos romos, estos han de estar fosforilados en 5. Se puede
fosforilar bien los cebadores antes de realizar la PCR o bien el ADN a ligar antes de hacer la
reaccion de ligacidn. Las fosforilaciones de ADN se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl.
Para ello se afiadieron 2 pl del tampdn PNK (x10) (50 mM Tris-HCl pH de 7.6, 10 mM de MgClz,
5 mM DTT, 0.1 mM espermidina y 0.1 mM EDTA), 0.8 pl de 10mM ATP, 0.4 ul (4U) del enzima T4
polinucleétido quinasa (T4 PNK; Thermo Scientific), la cantidad necesaria del ADN a fosforilar
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(en el caso de cebadores 500 pmol), y agua hasta alcanzar el volumen final. Las reacciones se
incubaron 30 min a 37°C.

4.7. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Para digerir ADN con enzimas de restriccion, se afiadido a un tubo Eppendorf de 0.5 ml la
cantidad adecuada de ADN, 10U (en general 1 pl) del enzima de restriccion (la mayoria de
veces en este trabajo Eco31l), el correspondiente volumen del tampdn de reaccién (2 ul
tampdédn G x10 para Eco31l; Thermo Scientific), y se incubé 1 h a la temperatura
correspondiente (37°C en el caso de Eco31l).

En las digestiones dobles con Mlul y Kpn2l, se mezclaron 2 pl (100ng) del plasmido a digerir, 4 pl
de tampdn Tango x10 (Thermo Scientific), 1 pl del enzima Mlul (10 U) y agua hasta llegar a los 19
ul. Esta mezcla se incubd 1 h a 37°C. A continuacién se anadiol pl del enzima Kpn2l (10 U) y se
incub6 1 h mas a 552C.

4.8. Ligacion de ADN

Todas las reacciones de ligacién se llevaron a cabo en tubos Eppendorf de 0.2 ml. Para ello se
afiadieron las cantidades de ADN a ligar convenientes, 2 ul del tampdn de la DNA ligasa T4 (x10;
Thermo Scientific), 1 ul del enzima T4 DNA ligase (5 U) y agua hasta llegar a un volumen final de 20
ul. La reaccién se incubd 1 h a 22°C.

4.9. Ensamblaje Gibson

Para construir plasmidos mediante ensamblaje Gibson, se amplificaron por PCR los diferentes ADN
con los cebadores calculados por el programa NEBuilder (New England Biolabs). Los ADNs se
separaron por electroforesis y se purificaron del gel. Los ADNs se mezclaron en cantidades
adecuadas en un volumen final de 5 pl, con un exceso molar de los insertos 2-3 veces superior al
del plasmido. Se afiadié un volumen de Gibson Assembly® Master Mix (New England Biolabs) y se
incubd 1 h a 50°C. Los productos de la reaccién se purificaron mediante cromatografia en
columnas de gel de silice (Zymo Research) y se utilizaron para electroporar E. coli DH5a.

4.10. Purificacion de acidos nucleicos a partir de disolucion

Se utilizd el kit DNA Clean & Concentration' -5 (Zymo Research). Se afiadieron 100 ul del tampén
de union al ADN (DBB) a la disolucion, y la mezcla se traspasd a una columna de gel de silice,
situada sobre un tubo Eppendorf de 2 ml. Se centrifugd 10 s a velocidad mdaxima, se retird el
filtrado y la columna se lavé dos veces con 200 pl del tampén de lavado (WB), primero
centrifugando 10 s y después 30 s. Cuando el ADN purificado se destiné a electroporar bacterias,
se realizd un lavado adicional con 200 ul de etanol al 80%, centrifugando 30 s. Finalmente, la
columna se traspasd a un tupo Eppendorf de 1.5 ml y, para eluir el ADN, se afiadié el volumen
deseado de TEL. En el caso de las electroporaciones, se aifadié 8 ul de TEL diluido (x0.1). Se
incubd 1 min a temperatura ambiente, se centrifugd 1 min a 13000 rpm y se recogid el eluido.
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4.11. Transformacion de células competentes mediante electroporacion

Se transformaron células competentes de E. coli DH5a. Para esto, se mezclan 8 pul de los
productos de las ligaciones o distintas cantidades de los plasmidos purificados con 40 pl de células
competentes (recogidas a densidad 6ptica a 600 nm [DOgqo] de 0.6 y resuspendidas en 10%
glicerol) en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. La mezcla se traspasé a una cubeta de 0.1 cm enfriada
en hielo y se procedié a electroporar, con un electroporador ECM399 (BTX) con una descarga de 5
ms a 1500 V. Rapidamente, se afiadid 1 ml de SOC (20 g/I triptona, 5 g/l extracto de levadura, 0.5
g/l NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 20 mM glucosa, pH 7.0). Las células se recogieron con una
pipeta y se volvieron a traspasar al tubo Eppendorf, para dejarlas recuperando en agitacion
durante 1 ha 37°C.

En el caso de A. tumefaciens C58C1, se mezclaron 0.5 pl del plasmido purificado con 40 pl (DOgg
del.0 y resuspendidas en 10% glicerol) de las células competentes. Se siguié el mismo protocolo
gue con E. coli, pero dejando recuperar las células 2 h a 28°C.

4.12. Crecimiento de bacterias en medio de cultivo sélido

Para seleccionar clones de E. coli y A. tumefaciens que habian incorporado la construccién de
interés se plaquearon 10 pl y el resto del cultivo de las células recién transformadas en placas Petri
y se incubd toda la noche a 37°C. Las placas contenian medio LB (10 g NaCl, 10 g de triptona, 5 g
de extracto de levadura y 15 g de agar por cada litro), suplementado con los antibioticos
adecuados (ampicilina o kanamicina), a una concentracion de 50 pg/ml, dependiendo de las
resistencias de las células en crecimiento. En el caso de que el plasmido introducido expresara el
marcador lacZ se afiadieron 30 pl de X-gal (50 mg/ml) sobre la superficie del medio 15 min antes
de plaquear las células. Tanto el plaqueo de células como la adicidon de X-gal se realizaron bajo la
llama del mechero para evitar contaminaciones.

En el caso de A. tumefaciens, las células se plaquearon en medio LB con tetraciclina (7.5 pg/ml),
kanamicina (50 pg/ml), y rifampicina (50 pg/ml). Dependiendo del tamafio del plasmido, los
cultivos se dejaron crecer entre 2 y 5 dias, antes de picar colonias para proseguir con la
agroinoculacion.

4.13. Crecimiento de colonias aisladas en medio de cultivo liquido

A partir de los cultivos en placa, se seleccionaron colonias aisladas con las caracteristicas deseadas
y se cultivaron en 3 ml de LB liquido (sin agar) con el antibiético adecuado (ampicilina o
kanamicina) a una concentracion de 50 pg/ml. En el caso de E. coli, las células se incubaron en
agitacién 24 h a37°Cy en el caso de A. tumefaciens durante 1 o 2 dias a 28°C.

4.14. Extraccion rapida de plasmidos para analisis electroforético
Para extraer plasmidos de las E. coli y realizar un andlisis electroforético, se llené un tubo

Eppendorf de 1.5 ml con 0.5 ml del cultivo saturado y se centrifugd 2 min a 13000 rpm. Se retird el
sobrenadante y el sedimento se resuspendid con 30 pul de TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA),
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agitando con el vortex. A continuacién se afiadieron 30 ul de fenol:cloroformo (1:1, saturado en
tampdn Tris-HCI pH 8.0), se mezcld bien con vortex y se centrifugd 5 min a 13000 rpm. Finalmente,
se tomaron 5 pl de la fase acuosa, a los que se aifladen 5 pl de tampdn de carga con RNasa A. La
mezcla se cargd en un gel de agarosa para su analisis electroforético.

4.15. Miniprep de plasmidos

Para la purificacion de plasmidos se utilizé el kit Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega). Se llenaron tubos Eppendorf de 2 ml con cultivos saturados de E. coli, se
centrifugd 2 min a 13000 rpm y se descarto el sobrenadante. A continuacion, el sedimento se
resuspendié en 250 pl de tampdn CRA (solucidn de resuspension celular) mezclando con vortex.
Se afiadieron 250 ul de CLA (solucidn de lisis celular) y 10 ul de APS (solucién proteasa alcalina), se
mezcld por inversion y se incubd 5 min a temperatura ambiente. Después se afiadieron 350 pul de
NBS (solucion de neutralizacion), se mezcld por inversidn y se centrifuga 10 min a 13000 rpm. Una
vez centrifugado, el sobrenadante se transfirid a una columna de gel de silice situada sobre un
tubo Eppendorf de 2 ml. Se centrifugd 30 s a 13000 rpm y se descarto el filtrado. Seguidamente, la
columna se lavd dos veces con 750 pl y 250 pl de CWA (solucién de lavado) centrifugando 30 sy 1
min, respectivamente, a 13000 rpm. Finalmente, se traspasé la columna a un tubo Eppendorf de
1.5 ml, se afadieron 80 ul de agua libre de nucleasas y, tras incubar 1 min a temperatura
ambiente, se centrifugd 2 min a 13000 rpm para recoger el eluido.

4.16. Cuantificacion de ADN

La concentracion de los dcidos nucleicos se determind mediante medida espectrofotométrica
utilizando un NanoDrop ND-1000.

4.17. Secuenciacion

Se secuenciaron los ADNc correspondientes a los factores de traduccién insertados en el plasmido
pBSAE para comprobar que su secuencia era correcta y no se habia introducido ningun error
durante su amplificacion. Para ello se utilizé el servicio de secuenciacién del IBMCP que dispone
de un secuenciador automdtico ABI 3100 (Applied Biosystems). Las muestras se
proporcionaron como alicuotas de 5 pl a, al menos, 100 ng/ul. Las secuencias obtenidas se
compararon mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) con las de la
base de datos de secuencia del NCBI. Mediante el programa ClustalW, se alinearon las
secuencias para detectar posibles mutaciones.

4.18. Agroinfiltracidon de Nicotiana benthamiana

Para agroinfiltrar N. benthamiana, se seleccionaron colonias aisladas de A. tumefaciens
(normalmente se trabajé en paralelo con dos colonias independientes de la misma placa) y se
inocularon en cultivos liquidos de 10 ml de LB con kanamicina (50 pg/ml). Los cultivos se crecieron
a 28°C hasta alcanzar una DOsoo de 0.5 0 mas (sin sobrepasar 2.0). A continuacion, se tomé la
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cantidad de cultivo adecuada y las células se recuperaron por centrifugacion y se resuspendieron
en 10ml de 10 mM de MES-NaOH pH 5.6, 10 mM de MgCl, y 150 uM acetosiringona a una DOsoo
de 0.5. Los cultivos se incubaron 2 h a 28°C y se utilizaron para agroinocular las plantas. Para la
agroinoculacién, los cultivos se cargaron en una jeringa sin aguja y se infiltraron en el envés de la
hoja. Para cada combinacién de plasmidos se agroinfiltraron seis plantas con dos hojas por planta.

4.19. Inoculacion mecanica de ZYMV-Ros1

Para inocular plantas con ZYMV-Ros1, se trituréd tejido infectado por el virus (ZYMV-Rosl) en
mortero con N2 liquido y se afiadieron 10 volimenes del tampdn Tl (50 mM de fosfato potdsico
pH 8.0, 1% PVP-10, 1% PEG-6000, 10 mM 2-mercaptoetanol). La mezcla se mantuvo siempre en
hielo. Se prepard carborundo al 10% en el mismo tampon. La inoculacién se realizé pipeteando
primero 5 pl de la solucién de 10% carborundo sobre el haz de la hoja a inocular y, después,
restregando suavemente sobre la hoja un bastoncillo higiénico empapado en el extracto sin
clarificar. ZYMV-Ros1 se inoculd sobre las hojas previamente agroinfiltradas con los clones que
expresan los distintos factores de inicio de traduccion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Clonacidn de los elFAE y elF(iso)4E de meldn, calabacin, Nicotiana tabacum cv Xanthi nc y
Nicotiana benthamiana.

El objetivo inicial del trabajo fue clonar los factores de inicio de la traduccién elF4E y elF(iso)4E de
meldn, calabacin, Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc y N. benthamiana, primero en el vector de
clonacion pBSAE y posteriormente en el vector de expresidn en plantas pG53TVZ. Este ultimo
vector permite expresar proteinas bajo control del promotor y terminador 35S del CaMV, e incluye
secuencias 5’ y 3’ UTR del TEV. En la base de datos de secuencias Uniprot, la primera entrada que
aparece para el elF4E de N. tabacum es D3UW24. A partir de esta secuencia, utilizando el
programa BLAST, se identificaron las siguientes entradas:

>gi[290490829 |emb|CBJ34332.1| translation initiation factor eIF4E [Nicotiana tabacum]
MVDEVEKPASLEESKTNTREVEEGAEEVIESDDTMSSLGNPCKAMKHPLEHSWTFWEDNPSGKSKQAAWGSSIRPIYTEFSTVEDEFWSVYNNI

HHPSKLAVGADFHCFKNKIEPKWEDPVCASGGKWTMSFSRGKSDTCWLYTLLAMIGEQFDCGDEICGAVINVRVROQEKIALWTRNAANETAQ
VSIGKQWKEFLDYNDSVGEFIFHDDAKKLDRAAKNRY SV

>gi[290490828 |emb|FN666433.1| Nicotiana tabacum mRNA for translation initiation factor
eIF4E, allele b
ATGGTTGATGAAGTAGAGAAACCGGCGTCGTTAGAGGAATCGAAGACTAATACTCGTGAAGTGGAAGAGGGAGCAGAGGAAGTTATAGAATC
GGATGATACGATGTCGTCTTTAGGGAACCCATGCAAGGCAATGAAACACCCGCTAGAACATTCATGGACATTTTGGTTCGATAACCCATCAG
GGAAATCAAAACAGGCTGCTTGGGGTAGTTCCATTCGACCCATTTACACCTTCTCCACTGTCGAAGATTTTTGGAGTGTGTACAACAACATC
CACCACCCAAGCAAATTGGCCGTGGGAGCAGACTTTCACTGTTTTAAGAATAAAATTGAGCCAAAGTGGGAGGATCCTGTCTGCGCCAGCGG
AGGAAAGTGGACAATGAGCTTTTCGAGGGGTAAATCTGATACCTGCTGGCTGTATACGCTGCTGGCTATGATTGGAGAACAATTTGACTGCG
GAGATGAAATTTGTGGAGCTGTTATTAATGTTCGAGTTAGACAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAGGAATGCTGCCAATGAAACAGCTCAG
GTGAGCATTGGTAAACAGTGGAAGGAATTTCTGGATTACAATGACTCGGTTGGCTTTATATTTCATGATGATGCAAAGAAGCTAGACAGAGC
TGCCAAGAATCGTTATTCTGTGTGA

Igualmente, a partir de la secuencia D3UW24 de N. tabacum y mediante el programa BLAST se
identificaron las secuencias correspondientes en N. benthamiana (entrada DQ393833.1) y meldn
(entrada DQ393831.1). Ademas, al realizar un BLAST con la secuencia de meldn sobre el
transcriptoma de calabacin se identificaron dos entradas para el elF4E, nombradas TCO1 y TCO2
(ver Anexo 1). También se identificd la secuencia del elF(iso)4E de meldn con nimero de entrada
EU232172.1, y gracias al articulo de Wang et al. (2013), se consiguid la secuencia del elF(iso)4E de

N. tabacum, con niumero de entrada AY699609.1.

Una vez identificadas todas las secuencias de los elF4E y elF(iso)4E que se queria clonar, se
procedid a extraer y purificar ARN de hojas jévenes de meldn, calabacin, N. benthamiana y N.
tabacum cv. Xanthi nc. A continuacion se realizaron reacciones de RT con 2 pl de los ARNs
purificados y, después, para conseguir los ADNc de los factores de inicio de la traduccién, se
llevaron a cabo reacciones de PCR con 1 ul de los productos de la RT. Las reacciones de PCR se
programaron con tiempos de extension de 30 s, ya que se pretendia amplificar productos de
aproximadamente 700 pb. Los cebadores utilizados para llevar a cabo las reacciones de RT-PCR se
muestran en la Tabla 4. Se disefiaron con el fin de introducir sitios de restriccion de Eco31l en los
extremos 5’ y 3’ de los productos, lo cual permitiria subclonar los ADNc en el vector de expresion
pG53TVZ, después del clonaje inicial en pBSAE.
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Tabla 4. Cebadores utilizados para amplificar los ADNc de los elF4E y elF(iso)4E mediante RT-PCR. Los nucledtidos
resaltados en azul son el sitio de reconocimiento de Eco31l. Nb = N. benthamiana, Nt = N. tabacum, Cm = meldn, Ca=

calabacin.
Fraglzn-ento RT PCR
amplificado
Nb_elF4E D1647:ATTCCTATTATAACGATAGAAC D1645:GGTCTCGAGCCATGGTTGATGAAGTAGAGAAAC

D1646:GGTCTCCATCACGCAGAATAACGATTCTTGGCAG

Nt_elF4E

D1589:GTTCACAATTCCTATTGTAACG

D1578:GGCGGGTCTCGAGCCATGGTTGATGAAGTAGAGAAAC
D1579:CCGCGGTCTCCATCACACAGAATAACGATTCTTGGCAGCTCTG

Nt_elF(iso)4E

D1592:TGTCAATCCCACACAATAAAGG

D1590:GGCGGGTCTCGAGCCATGGCCACTGAAGCACCGATAG
D1591:CCGCGGTCTCCATCACACAGTATATCGACTCTTAGCTG

Cm_elF4E

D1583:TCACACCATATATTTATTCTTC

D1581:GGCGGGTCTCGAGCCATGGTAGTTGAAGATTCGATGA
D1582:CCGCGGTCTCCATCACACCATATATTTATTCTTCGCAAGTCTA

Cm_elF(iso)4E

D1597:CGACATGATGCAGTTAATGATC

D1595:GGCGGGTCTCGAGCCATGGCCGGTGAGGTAGCGGTGG
D1596:CCGCGGTCTCCATCAAACACTGTATCGAGCTTTTGCTG

Ca_TCO1

D1586:CCCATGATACGTGCTAGAAACC

D1584:GGCGGGTCTCGAGCCATGGTAGTCGAAGAGACGATCA
D1585:CCGCGGTCTCCATCACACCGTATATCGGTTCTTCGCA

Ca_TC02

D1588:TATCCTCCTGCCGTACCCGATC

D1584:GGCGGGTCTCGAGCCATGGTAGTCGAAGAGACGATCA
D1587:CCGCGGTCTCCATCATACTGTATACCGGCTCTTCGCA

Los productos de RT-PCR (20 ul) se separaron por electroforesis y se tifid el gel con bromuro de
etidio para su visualizacion bajo luz ultravioleta (Figura 9).
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Figura 9. Anélisis electroforético de los elF4E y elF(iso)4E amplificados por RT-PCR. (A) elF4E de melén y TCO1 y TCO2 de calabacin. (B)
elF(iso)4E de meldn y de N. tabacum. (C) elFAE de N. benthamiana. (D) Marcador de pesos molecular de 1 kpb. En todos los paneles,,

M marcador de pesos molecular de 1 kpb y C control de PCR sin molde. En verde se han resaltado los productos que se consideran
buenos y que se purificaron para su clonacién.
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Se consiguieron amplificar todos los factores de traduccién excepto el elF4E de N. tabacum, que se
intentd amplificar dos veces sin éxito (Figura 9A y B). Los productos correspondientes a los elF4E y
elF(iso)4E, resaltados en verde en la Figura 9, se purificaron a partir de los geles de agarosa, se
fosforilaron en 5’ y se ligaron con el plasmido de clonaciéon pBSAE, abierto en el sitio ECORV y
desfosforilado. Los productos de las ligaciones se introdujeron en células competentes de E. coli
DH5a mediante electroporacion. Las bacterias transformadas se crecieron en placas Petri que
contenian medio LB suplementado con X-gal y ampicilina. Tras dejar que crecieran durante 24 h a
37°C se seleccionaron 13 colonias blancas correspondientes al TCO1 de calabacin, 12 al TCO2 de
calabacin, 10 al elF(iso)4E de meldn y 4 correspondientes a cada uno de los otros factores de
traduccion: elF4E de meldn, elF4E de N. benthamiana y elF(iso)4E de N. tabacum. Estas colonias
se crecieron en medio liquido en presencia de ampicilina. Después se extrajo el ADN vy, por
electroforesis, se analizd si contenian el pldsmido con el inserto, comparando la migracion con el
plasmido control sin inserto (Figura 10).

Se seleccionaron los cultivos de los que procedian los plasmidos resaltados en verde en la Figura
10. Estos plasmidos tenian tamafios coherentes con el plasmido pBSAE al que se le habia insertado
el ADNc del factor de traduccién. Los plasmidos de estos cultivos se purificaron mediante el
protocolo de miniprep, se cuantificaron mediante medida espectrofotométrica con el NanoDrop
ND-1000 y se secuenciaron en el servicio de secuenciacion del IBMCP. Para la secuenciacién se
utilizaron dos cebadores que flanqueaban el sitio de insercién de los factores de traduccion, con el
fin de obtener la secuencia en las dos direcciones.

Las secuencias se analizaron informaticamente. Utilizando la herramienta “Reverse Complement”
(http://www.bioinformatics.org/sms2/) se obtuvieron las secuencias complementarias. A
continuacién se alinearon las dos secuencias correspondientes a cada factor de traduccion
utilizando ClustalW y se obtuvo una secuencia consenso para cada uno de los insertos. Estas
secuencias consenso se alinearon con las secuencias tedricas del correspondiente factor de inicio
de la traduccidn, también mediante ClustalW. Todas las secuencias fueron correctas excepto la del
elF(iso)4E de meldn, con la que se realizd un BLAST y se observé que correspondia a una proteina
ribosdmica, y no al factor elF(iso)4E, por lo que se descartd para el trabajo subsiguiente.
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Figura 10. Analisis electroforético de los plasmidos que contienen los factores de traduccién elF4E y elF(iso)4E. Geles de
agarosa cargados con ADN extraido de E.coli transformadas con los productos de la ligacion del plasmido pBSAE y los
factores(A) TCO1 de calabacin, (B) elF(iso)4E de N. tabacum y elF4E de meldn, (C) TCO2 de calabacin, (D) elF(iso)4E de
meldn y (E) elF4E de N. benthamiana. M, marcador de 1 kpb (ver Figura 9D); C, plasmido control, pBSAE, sin inserto.
Resaltados en verde los plasmidos que se purificaron y se secuenciaron.

5.2. Insercion de los factores de traduccion en el vector de expresion pG53TVZ.

A continuacidn se procedid a insertar los ADNc de los factores de inicio de la traduccion TC01 y
TCO02 de calabacin, elF4E de meldn, elFAE de N. benthamiana y elF(iso)4E de N. tabacum, clonados
en pBSAE, en el vector de expresién pG53TVZ. Para ello se aprovecharon los sitios de restriccién
de Eco31l flanqueando las secuencias de los factores de traduccion. Los plasmidos se digirieron
con Eco31l. También se digirié con esta enzima el pldsmido pG53TVZ que tiene un polylinker con
dos sitios de restriccidon para este enzima. Los productos de la digestion se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (Figura 11).
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Figura 11. Separacion electroforética de los ADNc de los factores de traduccidn tras la digestion de los plasmidos con
Eco31l. En verde se resalta el plasmido pG53TVZ abierto y los fragmentos correspondientes a TCO1 y TCO2 de calabacin,
elF4E de meldn, elF4E de N. benthamiana y elF(iso)4E de N. tabacum. M, marcador de pesos molecular de 1 kpb (ver
Figura 9D).

Los fragmentos correspondientes a TCO1 y TCO2 de calabacin, elFAE de meldn, elF4E de N.
benthamiana, elF(iso)4E de N. tabacum vy al plasmido pG53TVZ, resaltados en verde en la Figura
11, se purificaron del gel de agarosa y se ligaron con el pG53TVZ a través de sus extremos
cohesivos. Los productos de la ligacion se electroporaron en E. coli. Las células transformadas se
crecieron en medio LB en presencia de kanamicina. Se picaron colonias vy, tras incubarse en cultivo
liguido en presencia de kanamicina, los plasmidos purificados se analizaron por electroforesis,
comparando su tamafio con el del plasmido control pG53TVZ que contenia, en lugar de los
factores de traduccioén, el gen reportero lacZ (Figura 12).

El andlisis electroforético mostré que la ligacién se habia producido correctamente. Se
seleccionaron las preparaciones de los plasmidos resaltados en verde en la Figura 12 para, a
continuacién, transformar con ellos la bacteria Agrobacterium tumefaciens.
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Figura 12. Analisis electroforético de las construcciones de los distintos factores de traduccion elFAE y elF(iso)4E en el
plasmidos pG53TVZ. Geles de agarosa cargados con ADN extraido de E. coli transformadas con los productos de la
ligacion del plasmido pG53TVZ y los factores TCO1 y TCO2 de calabacin, elF4E de meldn, elFAE de N. benthamiana y
elF(iso)4E de N. tabacum. M, marcador de 1 kpb (ver Figura 9D); C, plasmido control pG53TVZ con lacZ en lugar de los
factores de traduccion. En verde se resaltan los plasmidos seleccionados.

5.3. Coexpresion de los factores de traduccidn junto al clon viral ZYMV-Ros1 en N. benthamiana.

Para estudiar el efecto de los distintos factores de traduccion sobre el movimiento sistémico del
ZYMV, se inoculé en hojas de N. benthamiana el clon infeccioso viral ZYMV-Ros1 que contiene el
marcador visual Roseal (Rosl) junto con los A. tumefaciens que debian expresar los distintos
factores. Los pldsmidos derivados de pG53TVZ con los factores de traduccién TCO1 y TCO2 de
calabacin, elF4E de meldn, elF4E de N. benthamiana y elF(iso)4E de N. tabacum se electroporaron
en células competentes de A. tumefaciens. Las células transformadas se crecieron en cultivo sdélido
con medio LB en presencia de kanamicina, tetraciclina y rifampicina. Una vez las colonias habian
crecido, se seleccionaron dos por cada factor de traduccion y se crecieron en cultivo liquido con
medio LB y kanamicina. De cada uno de los cultivos ya crecidos se prepard un glicerinado y se
almacené a -80°C, asegurando la viabilidad de las bacterias transformadas para posteriores
agroinfiltraciones.

Para expresar conjuntamente el ZYMV-Ros1 y los factores de traduccidn, se realizaron mezclas de
los cultivos de A. tumefaciens transformados para expresar los distintos factores con el cultivo de
A. tumefaciens transformado con el pldsmido pGZYMV-Rosl que permite la expresién del clon
infeccioso viral.

Se hicieron un total de tres experimentos, siempre inoculando, para cada combinacidon de
pldasmidos, 6 plantas de N. benthamiana de aproximadamente 25 dias de edad, e infiltrando dos
hojas por planta. Los experimentos fueron:

A) Infiltraciéon conjunta de los A. tumefaciens que contenian los plasmidos derivados de
pG53TVZ con los factores de traduccion y A. tumefaciens con el clon infeccioso ZYMV-
Rosl. Las mezclas se hicieron a proporciones 9:1 (factor de traduccidn: virus) y ademas se
utilizé como control el virus diluido 9:1 con tampdn.

B) Como en A, pero en proporcion 99:1 (factor de traduccidn:virus).
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C) Infiltracién con los A. tumefaciens que contenian los pldasmidos derivados de pG53TVZ con
los factores de traduccién y posterior inoculacion mecdnica del ZYMV-Ros1 sobre las hojas
previamente agroinfiltradas. Como control se inoculé mecanicamente el virus en plantas
gue no habian sido agroinfiltradas con anterioridad.

En el caso de los experimentos A y B, las hojas locales, es decir las hojas infiltradas, se volvieron
completamente rojas al cabo de unos 10 dias. La infeccion se expandid y el virus logré moverse
por la planta, provocando la aparicion de focos de infeccidn en hojas sistémicas alejadas del punto
de infiltracién. Los focos de infeccidn aparecieron como puntos rojos, debido a la acumulacién de
antocianinas inducida por el gen reportero Roseal. Para analizar el efecto de los diferentes
factores de traduccidon en el movimiento sistémico del ZYMV se contaron todos los focos
sistémicos de cada planta, ya que una mayor capacidad del virus de moverse sistémicamente
provocaria la apariciéon de un nimero mayor de focos en hoja sistémica. El recuento se realiz6 a
los 15 dias después de la agroinfiltracién. Se sumaron los focos de todas las plantas agroinfiltradas
con la misma combinacion de plasmidos debido a la variabilidad existente entre plantas.

En el caso del experimento C, en las hojas sobre las que se habia realizado la infiltracién
aparecieron focos de infeccién, en lugar de volverse completamente rojas. Esto probablemente es
debido a que la inoculacién mecdnica es menos eficiente que la agroinoculacion. Se hizo un primer
recuento de los focos locales a los 10 dias de la infiltracion. A los 20 dias se realizé un segundo
recuento de los focos de infeccidn, pero en hojas sistémicas (Figura 13). Estos datos permitieron
obtener el ratio focos sistémicos/focos locales, lo cual media la capacidad del virus de moverse a
través de la planta. En este caso también se sumaron los focos de las seis plantas agroinfiltradas
con el mismo factor de traduccion.
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Figura 13. Fotos de hojas sistémicas de N. benthamiana tras 20 dias de la
inoculacién mecdnica del virus ZYMV-Ros1 y la agroinfiltracion con A. tumefaciens
para expresar factores de traduccién (experimento C). (A) elF4E de N.
benthamiana; (B) TCO1 de calabacin; (C) TCO2 de calabacin; (D) elF4E de meldn;
(E) elF(iso)4E de N. tabacum; (F) plantas en las que se inoculé mecanicamente el
virus, pero no se agroinfiltré ningun factor de traduccion; (G) plantas control no
infiltradas. Cada foto contiene hojas representativas de tres plantas distintas.

Control

Tras sumar los focos y representarlos graficamente (Figura 14) se pudo analizar la influencia de los
diferentes factores de traduccién en el movimiento sistémico del ZYMV. Las plantas en las que se
infiltraron conjuntamente el virus ZYMV-Rosl y el elF4E de N. benthamiana se tomaron como
control, ya que estas plantas ya expresan de forma natural esta proteina.

En los tres experimentos aparecié un mayor numero de focos en las plantas en las que el virus
ZYMV-Ros1 habia sido suplementado con los factores TCO1 de calabacin, TCO2 de calabacin y
elF(iso)4E de N. tabacum, lo que sugiere que estos tres factores favorecen el movimiento
sistémico del ZYMV. Por otro lado, el nimero de focos de infeccidon sistémicos en las plantas en las
que se habia suplementado al virus con el elF4E de melén fue muy similar al de las plantas
suplementadas con el elF4E de N. benthamiana. Estos resultados solo coinciden en parte con las
propiedades bioldgicas del virus, que es capaz de moverse sistémicamente en calabacin y meldn,
pero no en ninguna de las dos especies de tabaco. Es importante destacar que ambas isoformas
del elF4E de calabacin mostraron similar actividad estimulante del movimiento sistémico. Por otro
lado, debido a problemas en la clonacidn, solo se ensayd el elF4E de meldn. Cabe la posibilidad
gue en esta especie el elF(iso)4E sea la isoforma implicada en el movimiento sistémico del virus.
Debe tenerse también en cuenta que el efecto del factor de inicio de la traduccion podria no ser
directo. Al estar implicado en traduccidn, el factor expresado podria estimular la traduccién de un
gen enddgeno de la planta que podria ser el realmente implicado en el movimiento viral. Sin
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embargo, si esta posibilidad fuese correcta, cabria esperar que el elF4E de N. benthamiana tuviera

el mejor efecto favorecedor del movimiento, lo cual no es asi.
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1,800 Figura 14. Focos de infeccién en hojas sistémicas de plantas de N.
1600 benthamiana coinfiltradas con ZYMV-Rosl y construcciones para
’ expresar distintas isoformas del elF4E. Se representa el nimero total
1,400 de focos contabilizados en 6 plantas a los 15 dias postinfiltracién en los
1,200 experimentos A y B, y el ratio focos sistémicos/focos locales de las
1,000 plantas del experimento C (ver texto principal). @, ZYMV-Ros1 solo;
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5.4. Insercion de los factor de traduccion TCO1 de calabacin, elF(iso)4E de N. tabacum y elF4E de
N. benthamiana en el clon infeccioso ZYMV-Ros1.

El efecto estimulante del movimiento sistémico por parte de algunos de los factores de inicio de la

traduccion no fue muy notable. Una posibilidad es que la coexpresién mediada por A. tumefaciens

no fuera eficiente para suplementar esta funcién del virus. Para analizar este aspecto, se

realizaron una serie de construcciones en las que los ADNc de una serie de factores seleccionados

(TCO1 de calabacin, elF(iso)4E de N. tabacum y elFAE de N. benthamiana) se insertaron en el clon
infeccioso ZYMV-Ros1. Se pretendia con ello, coexpresar estos factores junto con el resto de
proteinas virales, para analizar con mayor precisidn su posible efecto en el movimiento sistémico

viral
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Se planed expresar estos factores de traduccidon entre Roseal y CP en la poliproteina del ZYMV-
Rosl. En este virus recombinante, la proteina Roseal se libera de la poliproteina viral a través de
las secuencia de un sitio de procesamiento artificial para la proteasa NlaPro de ZYMV (NlaPro-al).
Para liberar las nuevas proteinas, se disefié un segundo sitios de procesamiento artificial para la
NlaPro del ZYMV, al que se llamé NlaPro-a2. Ambos sitios artificiales, codifican las misas
secuencias de aminoacidos que el natural, que media la separacidon entre Nlb y CP, pero con
distintos codones, para no favorecer recombinaciones indeseadas durante la replicacion del virus
(Figura 15).

Q 6 D T VvV M L Q S G T

CAA GGA GAC ACT GTA ATG CTC CAA TCA GGC ACT: sitionatural ZYMV NIb/CP
CAG GGA GAT ACT GTG ATG CTT CAA TCT GGC ACA: sitio artificial ZYMV NlaPro-al

CAA GGT GAC ACA GTT ATG TTG CAG TCT GGA ACT: sitio artificial ZYMV NlaPro-a2
Figura 15. Disefio del sitio de procesamiento artificial NlaPro-a2. En rojo se muestran los nucledtidos cambiados
respecto de la secuencia natural.

Para realizar estas construcciones se partié del plasmido pBZYMV-F3R que contiene el tercio 3’ del
genoma del ZYMV-Ros1 en el vector de clonacién pBSAE. Se disefiaron cebadores para abrir por
PCR el plasmido pBZYMV-F3R e insertar el sitio de procesamiento artificial NlaPro-a2 entre Roseal
y CP (Figura 16). La insercién de los ADNc de los factores de traduccion seleccionados se hizo
mediante ensamblaje Gibson, calculando previamente con NEBuilder las secuencias para la
recombinacion y disefiando con este fin los cebadores que se utilizaron para amplificar los factores
de traduccidn, por PCR, desde el vector de clonacién pBSAE (Tabla 5).

PCR Gibson
—_— —_

PRZYMY- pBZYMV- pBZYMV-
F3R F3R F3R
[ F NlaPro-al
NlaPro-al -
NlaPro-al NlaPro-a2 Factor - NlaPro-a2
Q traduccion
Factor
traduccion

Figura 16. Proceso de amplificacion por PCR y ensamblaje Gibson para construir los clones recombinantes del ZYMV que
expresen factores de traduccion. En la PCR se abrié el plasmido pBZYMV-F3R vy se afiadio el sitio de procesamiento artificial
NlaPro-a2. Los ADNc de los factores de traduccién se amplificaron con cebadores que permiten la recombinacion propia del
ensamblaje Gibson (regiones sefialadas en verde y amarillo).
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Tabla 5. Cebadores utilizados en las amplificaciones por PCR del pldasmido pBZYMV-F3R y los ADNc de los factores de
traduccion elF4E de N. benthamiana, elF(iso)4E de N. tabacum y TCO1 de calabacin. En verde y amarillo las secuencias de
recombinacidn para el ensamblaje Gibson. En verde se indica la ATG de inicio de los factores de traduccion.

Fragmento
amplificado

PCR

pBZYMV-F3R [Q40]

D1663:AGTTCCAGATTGAAGCATCACAGTATCTCC
D1664:CAAGGTGACACAGTTATGTTGCAGTCAGGCACTCAGCCAACTGTG

Nb_elF4E

D1669:tgcttcaatctggaactATGGTTGATGAAGTAGAGAA
D1670:ataactgtgtcaccttigCGCAGAATAACGATTCTTGG

Nt_elF(iso)4E

D1667:tgcttcaatctggaactATGGCCACTGAAGCACCGAT
D1668:ataactgtgtcaccttgCACAGTATATCGACTCTTAG

Ca_TCO01

D1665:tgcttcaatctggaactATGGTAGTCGAAGAGACGAT
D1666:ataactgtgtcaccttigCACCGTATATCGGTTCTTCG

Los productos de las diferentes PCRs se separaron por electroforesis en geles de agarosa (Figura

17A y B). Como se observa, se consiguié abrir el plasmido pBZYMV-F3R e insertar el sitio de

procesamiento artificial NlaPro-a2 (Figura 17A). También se amplificaron los ADNc de los factores

de traduccidon elF(iso)4E de N.tabacum, TCO1 calabacin y elF4E de N. benthamiana afadiendo

tanto en 5’ como en 3’ las secuencias de recombinacion para el ensamblaje Gibson (Figura 17B).

Los productos de las PCRs se purificaron del gel de agarosa y tras cuantificarlos mediante medida

espectofotométrica con el NanoDrop se realizd el ensamblaje Gibson. Tras transformar E. coli con

los productos del ensamblaje Gibson se purificaron los plasmidos de algunas de las colonias. Los

pldasmidos se analizaron por electroforesis comparandolos con el pBZYMV-F3R original (Figura

17C).
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Ca_TCO1

Nt_elF
Nb_elF4E

pBZYMV-F3R [Q40]
f_‘ﬁ

Figura 17. Analisis electroforético de las construcciones de virus recombinantes que expresan factores de traduccion. (A)
Amplificacidon del plasmido pBZYMV-F3R; C, PCR control sin molde. (B) Amplificacion de los factores de traduccion
originalmente clonados en el plasmido pBSAE; C, PCR control sin molde. (C) Plasmidos construidos mediante ensamblaje
Gibson; C, control correspondiente al plasmido pBZYMV-F3R original. M, marcador de pesos de 1 kpb (ver Figura 9D).

De este manera se consiguieron construcciones con los factores de traduccién elF(iso)4E de N.
tabacum, TCO1 de calabacin y elFAE de N. benthamiana en un clon parcial del virus ZYMV-Ros1,
situados entre Ros1 y CP, y flanqueados por dos sitios de procesamiento artificiales, NlaPro-al y
NlaPro-a2, para la NlaPro de ZYMV. Para subclonar los fragmentos de ADN de interés en el clon
completo ZYMV-Ros1, se buscaron sobre la secuencia del ZYMV-Ros1 dos sitios de restriccidon
flanqueantes y Unicos en el plasmido. Utilizando la herramienta NEBcutter, se determind que la
mejor opcidon era hacer una doble digestion con los enzimas Kpn2l que tiene un sitio de
reconocimiento T/CCGGA en 5’ de la region de interés y Mlul que tiene un sitio A/CGCGT en 3’. Se
hizo la doble digestién de todos los plasmidos y se purificaron los fragmentos de ADN adecuados,
tras separarlos mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 18). A continuacién se ligaron los
distintos insertos con los factores de traduccién al fragmento derivado del pGZYMV-Rosl.
Finalmente los productos de la ligacion se electroporaron en E. coli. Se seleccionaron colonias
bacterianas correspondientes a cada construccion y se analizaron sus plasmidos mediante
extraccion rapida y electroforesis (Figura 19)
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Figura 18. Separacion electroforética de los productos de las digestiones con Mlul y Kpn2I de los plasmidos intermedios
con factores de traduccién y del pGZYMV-Rosl. De izquierda a derecha, (M) marcador de 1 kpb (ver Figura 9D) y
fragmentos de las digestiones de los pldasmidos derivados de pBZYMV-F3R con elF(iso)4E de N. tabacum, elFAE de N.

benthamiana y TCO1 de calabacin, y de pGZYMV-Ros1. Con un rectangulo verde se resaltan los productos purificados
para la posterior ligacién.

Nt_elF(iso)4E Nb_elF4E Ca_TCO1

Figura 19. Analisis electroforético de los plasmidos con virus recombinantes que coexpresan Roseal y los factores de
inicio de la traduccidn elF(iso)4E de N. tabacum, elFAE de N. benthamiana y TCO1 de calabacin. C, plasmido pGZYMV-

Ros1. M, marcador de 1 kpb (ver Figura 9D). En verde remarcados los plasmidos cuyos cultivos se eligieron para hacer
miniprep.
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Se seleccionaron clones cuyos plasmidos tenian el tamafio adecuado (Figura 19) y se hicieron
preparaciones de plasmidos a partir de los cultivos correspondientes. Se seleccionaron los cultivos
4,5,8vy9, que debian contener el elF(iso)4E de N. tabacum, el cultivo 1 para el elFAE de N.
benthamiana y los cultivos 1, 2y 7 para el TCO1 de calabacin (Figura 19). Tras la miniprep, se
corrobord el tamanio de los plasmidos seleccionados (Figura 20).

Nt_elF(iso)4E nb_eirae Ca_TCO1
+ M C

1 1 2 7

4 5 8 9

Figura 20. Andlisis electroforético de los plasmidos para expresar distintos factores de traduccidn a partir de plasmidos
derivados de pGZYMV-Ros1. C, pGZYMV-Ros1; M, marcador de 1kpb (ver Figura 9D); Nt_elF(iso)4E, Nb_elF4E y Ca_TCO1,
plasmidos con los distintos factores de traduccidon. En verde se resaltan los plasmidos seleccionados para transformar A.
tumefaciens.

Los resultados indicaron que solo se consiguid clonar el elF(iso)4E de N. tabacum y el TCO1 de
calabacin en el clon completo del ZYMV-Ros1. El Unico plasmido seleccionado que podia contener
el elF4E de N. benthamiana tenia menor tamafio que el del control, con lo cual no contenia la
construccién de interés (Figura 20).

5.5. Agroinfiltracion de los clones virales derivados de ZYMV-Ros1 que contienen el elF(iso)4E de
N. tabacum y el TCO1 de calabacin.

Para ensayar el efecto de los factores de traduccion elF(iso)4E de N. tabacum y TCO1 de calabacin
sobre el movimiento del ZYMV-Ros1 en un contexto en el que estas proteinas se expresan junto a
las proteinas virales, se transformd A. tumefaciens con los plasmidos recién construidos. Los A.
tumefaciens transformados se seleccionaron en presencia de kanamicina, tetraciclina y
rifampicina. Se eligieron dos colonias de cada transformacion y se crecieron en cultivo liquido con
medio LB y kanamicina.

Con las bacterias de estos cultivos se inocularon plantas de N. benthamiana de aproximadamente
25 dias de edad, infiltrando dos hojas de cada planta. Se agroinfiltraron las construcciones
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pPGZYMV-Ros1 con el factor elF(iso)4E de N. tabacum y el TCO1 de calabacin y ademads, el mismo
plasmido pGZYMV-Ros1 sin ningun factor. Con cada construccion se agroinfiltraron 6 plantas.

Los tejidos infiltrados se volvieron completamente rojos al cabo de 10 dias. Posteriormente se
observé la aparicion de focos de infeccidon en hojas sistémicas, que se contabilizaron transcurridos
15 dias desde la agroinfiltracion. De nuevo, se sumaron los focos de todas las plantas
agroinoculadas con el mismo plasmido. Los resultados indican que ZYMV-Rosl no mejora
substancialmente su capacidad de movimiento sistémico al expresar los factores de traduccion a
partir del genoma viral.

Las sumas de los focos de infeccidn sistémicos se representan graficamente en la Figura 21. El
grafico muestra como el ZYMV-Ros1 que no expresa ningun factor de traduccion es el virus que se
mueve a larga distancia de forma mas eficiente en N. benthamiana. Estos resultados descartan
gue el factor de traduccidn elF4E sea un factor necesario y suficiente para que el ZYMV se mueva
sistémicamente por la planta. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que quedaria por confirmar
gue las progenies de estos virus recombinantes mantienen el ADNc correspondiente a los dos
factores de traduccion y que estos no se han perdido al principio de la infeccién. Si los elF4E no
tienen un papel determinante en el movimiento, es ldgico que el virus que no los contiene se
mueva mas eficientemente, puesto que su genoma es aproximadamente 800 nt menor y se
replicara mas eficientemente.
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ZYMV_Ros1 Nt_elF(iso)4E Ca_TCO1

Figura 21. Focos de infeccidn sistémicos en 6 plantas de N. benthamiana agroinoculadas con los virus recombinantes
ZYMV-Ros1, ZYMV-Ros1-Nt_elF(iso)4E y ZYMV-Ros1-Ca_TCO1.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha conseguido clonar los factores de inicio de la traduccion TCO1 y TCO2 de calabacin, elF4E
de meldn, elF4E de Nicotiana benthamiana y eiF(iso)4E de Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc en un
plasmido binario que permite su expresion transitoria en plantas de N. benthamiana.

2. La coexpresidn de estos factores con un clon infeccioso del virus del mosaico amarillo del
calabacin, etiquetado con el marcador visual Roseal (ZYMV-Ros1), en plantas de N. benthamiana,
donde este virus se mueve subdptimamente, sugirié que TCO1 y TCO2 de calabacin y elF(iso)4E de
N. tabacum favorecen el movimiento sistémico del virus, mientras que elF4E de melén no tiene
ningun efecto.

3. Se ha conseguido insertar ADNc correspondientes a los factores de traduccion TCO1l de
calabacin y elF(iso)4E de N. tabacum en el genoma del clon infeccioso ZYMV-Ros1, sin embargo los
clones virales recombinantes resultantes no mejoran su capacidad de moverse sistémicamente
por la planta.

4. En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren que algunas isoformas del elF4E podrian
estar directa o indirectamente implicadas en el movimiento sistémico del ZYMV, pero
definitivamente no se trata de un factor suficiente para mediar el movimiento sistémico del virus.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Secuencias de TCO1 y TCO2 de calabacin

>CUUC30099_TCO1 Similar to Eukaryotic translation initiation factor 4E-1 OS=Arabidopsis thaliana
GN=EIF4E1 PE=2 SV=1 (uniprot_sprot:sp|023252|IF4E1_ARATH)

ACGCAGAGTACATGGGGGGGAAGGGAATCCTACTGAAGGCTGATTCAAACGCCTAACAGAAAATTCGAGG
GCGGTGCCATTTTTTCGGTTTCTTCCATTGATTCGATTCTTCAGATACGCTCGATCCCACGAGTAGTCAACGA
AAAATGGTAGTCGAAGAGACGATCAAAGCTACATCGATGGAAGATCTTTCTAATTCCATCGCAAATCAAAA
CCCTAGGGGACGAGGCAATGAGGAAGATGAGGATCTTGAGGAAGGACAGATCGTCGGCGACGACGACTT
GGACTCCTCCAATTTATCGGCAGCGATAGTGCATCAGCCTCACCCTCTGGAGCACCCTTGGACTTTTTGGTTC
GATAACCCATCCGCCAAGTCCAAGCAAGCCACCTGGGGTGCGTCTATCCGACCGATATATACCTTCTCTACC
GTGGAGGAGTTCTGGAGTGTTTACAACAATATTCATCATCCAAGCAAATTGGCGTTGAGGGCAGATTTGTA
CTGCTTTAAACATAAAATTGAGCCTAAATGGGAGGATCCTGTCTGTGCGAATGGAGGGAAATGGACTGTAA
ACTTTTCAAGGGGCAAATCTGATAATGGCTGGCTATACACGCTGCTTGCTATGATCGGAGAACAGTTTGATT
GTGGTGATGAAATTTGTGGAGCTGTTGTCAACGTTAGATCTGGGCAGGATAAAATATCGATTTGGACTAAG
AATGCTTCCAATGAAGCGGCGCAGGCGAGCATTGGGAAGCAGTGGAAGGAGTTTCTTGATTACAATGATA
GCATTGGCTTTATATTCCACGACGATGCAAAGAAGTTTGACAGGCATGCGAAGAACCGATATACGGTGTAA
TATGGTTTCTAGCACGTATCATGGGAGGAGGATACTCATCCTATTTGAGCAAAGCATGCCTGCCTCAGCATG
TAAAAGGTTGAGCTATGGCTTCTTCCTTTAGTTTCAACTCCCCACTCCCCCCAAAGCCAACCACGCCACCAAG
AGAAAAAGTGGTTTTATTCGGTAAACAATGTTTTGTGTGCGATTAGGAATTTTATGTGGAGCAGATTCTTGT
CCTGTACATGACGGCTTTAGTATGAGATGGATGGAACGGAATGCTTTTTCTATAATCAAAATGATATTGGCT
TCGTATGAGTTTATTATATTTCTCTCTCTCATTGCATTTTCCTTTGTGTTCATTTCTAAACTAAATTATTTTACAA
TTGGTTAGAAAAAAAAAAATTAAATACCAATGTCCATAGACAACATTTCCTAAAAAGATTACCCCTTTTGAA
AGAAATACTATTAATTTTTGAATTTCTTCCCTTAAAATTTGTAACTGAAAAGTTATGAGTGGATAAGACGGGT
CCTGGAGCAAGGCCCCACCCCCAGGTTCAGAGCTATGAAACTTTCCCGCCATCTCCCTCTCGTCCTCCAGAA
TCTCCGTCTTCAAGACTGGTTTGGCTTCTGAAGCAAA

MVVEETIKATSMEDLSNSIANONPRGRGNEEDEDLEEGQIVGDDDLDSSNLSAAIVHQPHPLEHPWTFWFDNP
SAKSKQATWGASIRPIYTFSTVEEFWSVYNNIHHPSKLALRADLYCFKHKIEPKWEDPVCANGGKWTVNFSRGK
SDNGWLYTLLAMIGEQFDCGDEICGAVVNVRSGQDKISIWTKNASNEAAQASIGKQWKEFLDYNDSIGFIFHD
DAKKFDRHAKNRYTV*

>CUUC30099_TCO02 Similar to Eukaryotic translation initiation factor 4E-1 OS=Arabidopsis thaliana
GN=EIF4E1 PE=2 SV=1 (uniprot_sprot:sp|023252|IF4E1_ARATH)

CAGTGGTATCAACGCAGAGAAAATACGAGGGCGGTGCCATTCTTCTTCCCTTCGGTTCCCTTCCATTGATTC
CATTTCTCTGATTCGCTCAATCCCACAACGAATTAGTGAAAGAAAAATGGTAGTCGAAGAGACGATCAAGG
CTCCATCGGCGGAAGATCTCTCCAATTCCATTGGGAATCAAAACCCTAGGGGACGAGGCGCTGAGGAAGAT
GAGGAACTTGAGGAAGGAGAGATCGTCGGCGCCGACGACCTCGACGCGTCCAATTTATCGGCGGCGATAG
TGCACCAGCCTCACCCTCTGGAGCACTCTTGGACCTTCTGGTTCGATAACCCTTCTGCCAAATCTAAACAGGC
CACATGGGGTGCGTCTATCCGACCGATTTATACCTTCTCTACTGTTGAGGAGTTTTGGAGTGTTTACAACAAT
ATTCATCATCCAAGTAAATTGGCATTGAGGGCAGATTTGTACTGCTTTAAACATCACATTGAGCCTAAATGG
GAGGATCCTGTTTGTGCGAACGGAGGGAAATGGACTGTGAACTTTTCAAGGGGCAAATCCGATAATGGCT
GGCTGTACACGCTGCTTGCTATGATCGGAGAACAGTTTGATTGCGGCGACGAAATTTGTGGAGCAGTTGTT
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AATGTCAGATCTGGGCAGGATAAAATATCGATTTGGACAAAGAATGCTTCTAATGAAGCTGCGCAGGCGAG
CATTGGAAAGCAGTGGAAGGAGTTCCTTGATTACAATGACAGCATTGGCTTTATATTCCATGACGATGCGA
AGAAACTCGACAGACATGCGAAGAGCCGGTATACAGTATGATCGGGTACGGCAGGAGGATACTCGTCCGT
CCTAAACGTGCAAAGCATGCTCTGCATCAGCATGTTAATGTTAGTTTGAGTTGTGGCTTCTTCTTTCTTTAGT
TTCAACCCCTCCCCCTCAAGCAAACACACCACACACCACACACCACCTAGTGTTGAACAATGTTTTGTGCGAT
TTGATTTGGAATTTTGTGTGGAAATCGCCATTGCTGCACATAACAAGCACCTGAATCTCAGATTCTTGTTCTG
TACTTGACAGTTCTAGCATGAGATATGGAACAGGATGATGCTCCTCTACAATCAAATGATGTGTTTTAGCTT
GGTCCGAATCGATATTCATTTCTTTTTATTAAAATTTGAACTCAGGTGATAAATTATATGAAATAACATGACA
TTGAAGTCGATCTTTAAACTAAAATCTCTTTT

MVVEETIKAPSAEDLSNSIGNONPRGRGAEEDEELEEGEIVGADDLDASNLSAAIVHQPHPLEHSWTFWFDNPS
AKSKQATWGASIRPIYTFSTVEEFWSVYNNIHHPSKLALRADLYCFKHHIEPKWEDPVCANGGKWTVNFSRGKS
DNGWLYTLLAMIGEQFDCGDEICGAVVNVRSGQDKISIWTKNASNEAAQASIGKQWKEFLDYNDSIGFIFHDD

AKKLDRHAKSRYTV*

Las letras en verde indican el inicio del gen, en rojo el final.
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