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Resum

El virus del mosaicde la tomaca (ToMV; genere Tobamovirus, familia Virgaviridae) consisteix en
un ARN genomic d’aproximadament 6400 nucleotids que s’encapsida en virions en forma de
vareta formats per subunitats de la proteina de coberta (CP). Les particules d’aquest virus sén
moltestablesiestransmeten molt eficientment a plantes de tomacai altres espécies horticoles
d’interes agronomic provocantimportants pérdues en els cultius. Existeixen gens de resisténcia
contra aquestvirus, pero en la naturaapareixen continuamentvariants de seqiiencia virals amb
la capacitatde superar-la. Elstobamovirus es caracteritzen per envair els seus hostes amb gran
rapidesa i produir enormes quantitats de les seues CP en els teixits infectats. Aquestes
propietats converteixen el ToMV en unvirus moltinteressant com a punt de partida per generar
un vectord’expressio de proteines en tomaca, aprofitant aixi la seua capacitat de moviment en
I’"hoste i la poténcia del promotor subgenomic que produeix I’ARN missatger de la seua CP.

L'objectiu d’aquest projecte vaserconstruir un vector d’expressié derivat d’un clon infeccids del
ToMV i emprar-lo per produir carotenoides, una classe de productes naturals d’interés
farmaceutic, nutricional i industrial, en plantes. Els carotenoides, a més, com que sén
compostos acolorits actuen com a reporters que permeten el seguiment visual de lainfeccié
viral. Primeresva construirun clonrecombinant viral en el que un ADN copia que codificavala
fitoé sintasa (crtB) de labacteria Pantoea ananatis va substituir la major part de laCP del ToMV.
En aquest clon viral la crtB s’expressava a partir del promotor de la CP del virus. Els teixits de
Nicotiana benthamiana infectats peraquests virus mostraren una forta coloracié groga als pocs
dies postinoculacié. Tanmateix, la pigmentacid groga no es va estendre més enlla del teixit
infiltrat, ja que al mancar-li la CP el virus era incapag d’envair la planta a nivell sistemic. A
continuacio, partintd’aquest clonviral, esvainserirel gende laCP (incloentels seu promotor) i
la majorpart de laregid 3’ no traduida d’un altre tobamovirus, el virus del mosaicdel tabac, per
darrere de la crtB. La inoculacié de plantes de N. benthamiana amb aquest segon clon viral
recombinant va provocar una forta pigmentacié groga al teixit inoculat perd també en fulles
superiors no inoculades, indicant que aquest virus si era capag de moure’s sistemicament.

En conclusié, enaquesttreball s’ha construit un clon viral derivat del TOMV que, per una banda,
permet seguir visualment la infeccié viral, fet que ajudara a investigar la biologia del virusi a
cercar nous gens de resistenciai, peraltrabanda, és una ferramentabiotecnologica que permet
produir grans quantitats de carotenoides en teixits vegetals.
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Resumen

El virus del mosaico del tomate (ToMV; genero Tobamovirus, familia Virgaviridae) consiste en un
ARN gendmico de aproximadamente 6400 nucledtidos que se encapsida en viriones en forma de
varillaformados por subunidades de la proteina de cubierta (CP). Las particulas de este virus son
muy establesy se transmiten muy eficientemente a plantas de tomate y otras especies horticolas
de interés agrondmico, provocando importantes pérdidas en los cultivos. Existen genes de
resistencia contra este virus, pero en la naturaleza aparecen continuamente variantes de
secuencia virales con la capacidad de superarla. Los tobamovirus se caracterizan por invadir sus
huéspedes con gran rapidez y producir enormes cantidades de sus CP en los tejidos infectados.
Estas propiedades convierten al TOMV en un virus muy interesante como punto de partida para
generar un vector de expresion de proteinas en tomate, aprovechando asi su capacidad de
movimiento en el huésped y la potencia del promotor subgendmico que produce el ARN
mensajero de su CP.

El objetivo de este proyecto fue construir un vector de expresién derivado de un clon infeccioso
del ToMV vy utilizarlo para producir carotenoides, una clase de productos naturales de interés
farmacéutico, nutricional e industrial, en plantas. Los carotenoides, ademds, como son
compuestos coloreados actlan como reporteros que permiten el seguimiento visual de la
infeccion viral. Primero se construyd un clon recombinante viral en el que un ADN copia que
codificabalafitoeno sintasa (crtB) de la bacteria Pantoea ananatis sustituyd la mayor parte de la
CP del ToMV. En este clon viral la crtB se expresaba a partir del promotor de la CP del virus. Los
tejidos de Nicotiana benthamiana infectados por este virus mostraron una fuerte coloracion
amarillaalos pocos dias postinoculacidn. Pero la pigmentacidon amarillano se extendié mas allade
los tejidos infiltrados, ya que al carecer de la CP el virus eraincapaz de invadir la planta a nivel
sistémico. A continuacion, a partir de este clon viral, se inserté el gen de la CP (incluyendo su
promotor) y lamayor parte de laregién 3’ no traducida de otro tobamovirus, el virus del mosaico
del tabaco, por detrds de la crtB. La inoculacién de plantas de N. benthamiana con este segundo
clon viral recombinante provocé una fuerte pigmentacién amarilla en el tejido inoculado y
también en hojas superiores no inoculadas, indicativo de que este virus si era capaz de moverse
sistémicamente.

En conclusidn, en este trabajo se ha construido un clon viral derivado del ToMV que, por una
parte, permite seguirvisualmentelainfecciénviral, hecho que ayudara a investigar la biologia del
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Abstract

Tomato mosaic virus (ToMV; genus Tobamovirus, family Virgaviridae) consists of a genomic
RNA of about 6400 nucleotides which is encapsidated in virions formed by the coat protein
(CP). The particles of this virus are very stable and they are transmitted very efficiently to
tomato plants and other horticultural species of agronomic interest, causing significant crop
losses. There are resistance genes against this virus, butin nature viral sequence variants with
the ability to overcome it continuously appear. Tobamoviruses are characterized by invading
theirguestsvery quickly and by producing huge amounts of their CPininfected tissues. These
properties make the ToMV a very interesting virus as a starting point to generate a protein
expression vector in tomato, exploiting their movement in the host and their powerful
subgenomic promoter to produce the CP messenger RNA.

The objective of this project was to construct an expression vector derived from an infectious
clone of ToMV and to use it to produce carotenoids in plants. Carotenoids are natural
products of pharmaceutical, nutritionaland industrialinterest. Furthemore, as carote noids are
coloured compounds, they can act as reporters that allow visual monitoring of viral infection.
In brief, a copy DNA encoding phytoene synthase (crtB) of the bacterium Pantoea ananatis
was usedto replace most of the CP sequence of ToMV, allowing expression underthe virus CP
promoter control. Nicotiana benthamiana tissues infected with this viral construction showed
strongyellow colouration within afew days afterinoculation. The yellow pigmentation did not
spread beyond infiltrated tissues, since the virus CP was missing and the virus was unable to
invade the plant systemically. Next, the CP gene (including its promoter) and most of the 3’
untranslated region of anothertobamovirus, tobacco mosaic virus, was inserted downstream
the crtB sequence in the viral construct. Inoculation of N. benthamiana plants with this second
recombinantviral clone caused astrong yellow pigmentationin the inoculated tissue, but also
in non-agroinoculated upper leaves. This results show that the virus itself was able to move
systemically.

In conclusion, a viral clone derived from ToMV has been constructed that allows following
visually the viral infection, which will help to study the biology of the virus and to screen for
new resistance genes, and also offers a biotechnology tool to produce large amounts of
carotenoids in plant tissues.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Virus de plantes

Els sersvius habiten envoltats de virusi els genomesvirals s’"hanincorporat al material geneétic
de moltsorganismes degutaque sén capacos d’infectartotesles coses vives. Les estimacions
de I’evolucié molecularsituen alguns virus entre els dinosaures, encara que probablement han
evolucionat des de molt abans. L’existéncia de virus ja es va fer patent en I'antiguitat com es
demostra en multiples representacions (Figura 1). Fins al naixement de la Virologia es
desconeixien les causes de moltes malalties tant animals com vegetals que ara se sap que sén
provocades per virus. Tanmateix, possiblement la gran majoria dels virus tenen un nul o

irrellevant efecte sobre I’hoste.

Figura 1. (A) Pedra tallada en una tomba durant la XVIIl Dinastia Egipcia (1400 a. C.) on
s’observa la simptomatologia de la poliomielitis paralitica. (B) Momia de Ramsés V, el segle XII

a. C., que presenta simptomes de la verola.

A finals del segle XIX es va descriure la malaltia vegetal coneguda com a mosaic del tabac
(Zaitlin, 1998). En 1892, el cientific rus Dmitrii lvanovsky observa que aguesta malaltia estava
causada perun agent capag de passar a través de filtres de porcellana pero va atribuir la seua
causa a una toxina bacteriana. No va ser fins 1898 quan el microbioleg holandés Martinus
Beijerinck vademostrarl’existénciad’un nou agentinfecciés amb la identificacié del virus del
mosaic del tabac (TMV). Va comprovar que aquest agent tenia una mida molt menuda, es
podia aillar a partir dels extractes filtrats de plantes infectades o per difusid a través d’agar i
era capac d’infectar altres plantes sanes, encara que no era cultivable. En 1935 el bioquimic
Wendell Meredith Stanley va cristal-litzar el TMV i va visualitzar la seua estructura. Amb el

desenvolupament del microscopi electronic a la decada de 1940 es van poder observar



directament els virus i es van establir les seues formes i mides. El desenvolupament de
centrifugues d’alta velocitat va permetre la seua concentracid i purificacié, alhora que el
desenvolupament de metodes de cultiu de cel-lules van suposar un suport pera la investigacié

de lareplicacié viral al laboratori.

Des de llavors s’han descrit un gran nimero de virus en plantes, animals, fongs i bactéries.
Realment I'origen dels virus encara roman desconegut, entre altres causes perqué no hi ha
registres fossils. Totiaixo0, existeixen tres teories que no sén mutuament excloents: diferents
linies de virus poden havertingut diferents origens. Segons la “Teoriade laRegressid”, els virus
provenen d’un microorganisme parasit obligatori que ha sofert una perdua gradual de
components cel-lulars, fins dependre de la cél-lula hoste. La “Teoria de I’Origen Cel-lular”
explicaque elsvirus procedeixen de fragments d’acids nucleics que van escapar d’una cel-lula
original, transferint-se aaltra cel-lulad’una espécie diferents on, percauses desconegudes, no
son degradats. La “Teoria de la Coevolucié” es basa en el fet de que els virus sén un dels
factors principals peraque es produeixin bots evolutius. Pertant, elsvirus coevolucionen amb
elsseus organismes hostes perqueé requereixen de la seua supervivéncia per sobreviure ells
mateixos. A banda d’aquestes teories, hi ha quatre aspectes principals de I’evolucié dels virus
que cal tindre en compte: donenllocuna progénie molt abundant, s’originen un gran nimero
de mutants, existeixen els efectes de quasi-especie (els virus sén distribucions dinamiques de

replicons noidéntics pero relacionats)ité llocunaseleccié de les poblacions virals més aptes.

Els virus sén parasitsintracel-lulars obligats, agents no cel-lulars que necessiten la maquinaria
d’una cel-lula hoste per reproduir-se. No es repliquen per divisio, sind per acoblament dels
seus components, i requereixen un periode de laténcia performariacoblar les diferents parts.
No sén capacos de produirenergia per si mateixos. No sén actius fora dels seus hostes i pera
ser transportats requereixen de vectors. La forma més simple de virus esta formada per un
acid nucleic envoltat d’'una coberta proteica (capsida), que pot estar protegida per un
embolcall lipoproteic (Gergerich i Dolja, 2006). S6n els organismes coneguts més menuts
encara que laseua midaiforma variamoltentre espeécies; el diametre tipic d’un virus vegetal
esferic és aproximadament de 30 nm. Segons I’arquitectura de les particules virals es poden
diferenciar dos grans grups arquitectonics de virus. Els virus amb simetria helicoidal poden
tindre forma de vara rigida o filaments flexuosos i I’acid nucleic, molt organitzat, pren la
mateixa conformacié helicoidal que la capsida proteica. En canvi, en els virus icosaedrics I’acid

nucleic esta parcialment organitzat i adquireix forma d’esfera.



El genomaviric esta compost per un sol tipus d’acid nucleic, ja siga ADN o ARN, i existeix una
major varietat que en la resta d’organismes. Es troba empaquetat per poder ser transmeés de
cel-lula a cél-lula. Conté la informacié necessaria per iniciar i completar el cicle infeccids a
Iinterior cel-lular, codificant qualsevol procés que la cél-lula infectada no siga capac de
proporcionar-li. Tots els virus han de sintetitzar I’ARN missatger (ARNm) per a que la
informacio geneética pugasertraduida pelsribosomes de lacel-lulahoste. De formageneral els
virus segueixen uncicle perreproduir-se. La penetraciod cel-lular esta precedida d’una fase de
fixacié o absorcié. Una vegadaal’interior, la capsidaviricaes degradai s’alliberal’acid nucleic.
L'objectiu del virus és realitzar multiples copies del genoma i sintetitzar les proteines de la
capsida per formarla progénie viral. Després de lareplicacié té llocl’acoblament i I’alliberacié

dels nous virions.

Amb el temps es va fer necessari I’establiment d’una classificacié per descriure la diversitat
delsvirus, assignant-los noms i agrupant-los segons les seues semblances. Els virus es poden
classificar en base a la seua morfologia, relacions filogenétiques, criteris serologics o
epidemiologics... Perd actualment la classificacié més utilitzada és una combinacié entre el
sistemade classificacio delICTV (Comité Internacional de Taxonomia de Virus) i el sistema de
classificacio de Baltimore. El bidleg David Baltimore, Premi Nobel de Fisiologia o Medicina en
1975, va establirunaclassificacié dels virus basada en el mecanisme de produccié del ARNm.

Es diferencien set grups:

I.  Virus de DNA de doble cadena (ANDdc). Necessiten un ARN que actue com a
intermediariperala seuareplicacié. Es una categoria poc nombrosai entre els virus de

plantes sols s’inclou la familia Caulimoviridae.

II.  Virusde DNAde cadenasenzilla(ADNsc). Requereixen de un dsDNA intermediari per a
la seua replicacid. Els de les plantes pertanyen a la familia Geminiviridae, important

perles seues conseqiéncies agricoles arreu del mén.

lll.  Virusde RNA de doble cadena (ARNsc). La familia més extensa d’aquesta categoria és

la familia Reoviridae.

IV.  Virus de RNA de cadena senzilla positiva (ARNsc+). Inclouen la majoria de virus de
plantes, destacantles families Bromoviridae, Closteroviridae, Luteoviridae i Potyviridae

per la seua importancia economica.

V.  Virusde RNAde cadena senzillanegativa (ARNsc-). Compren importants families com

Bunyaviridae i Rhabdoviridae.



VI.  Virus de RNA de cadena senzilla amb retrotransciptasa (ARNsc-RT). Es repliquen a
través d’un intermediari de DNA mitjangant una transcriptasa reversa. Aquesta
categoriaestarepresentada perlafamilia Retroviridae. No estarepresentadaentre els

virus de plantes.

VIl.  Virusde DNA de doble cadenaamb retrotrasncriptasa (ADNdc-RT). Ladoble cadena de
DNA es troba fragmentada, per aix0 requereix de I’accié d’una transcriptasa reversa
pera lareplicacid del genoma, formant I’ARN intermediari a partir del motlle d’ADN.
Inclou families importants com Hepadnaviridae. Tampoc hi ha virus de plantes

d’aquets grup.

Historicament, elsvirus s’han concebut com una amenaca a la salut humana, animal i vegetal.
El motiu principal d’estudi dels virus vegetals és I'impacte negatiu que poden causar les
malalties virals sobre el rendiment i la qualitat dels cultius. Pero la comprensié de les
interaccions virus-hoste ha permeés el desenvolupament de ferramentes biomediques i
biotecnologiques derivades de virus. Aquestes s’empren actualment per a la identificacié de
bactéries patogenes, com una font d’enzims, per exemple la transcriptasa inversa dels
retrovirus, com a pesticides (baculovirus) o control de plagues (myxoma), i permeten la
construccié de vectors genetics pera la produccié de proteines d’interésen plantes (Pogue et

al., 2002) o vectors genétics per al tractament de malalties genétiques.

La infeccid viral de les cel-lules vegetals és diferent a la de les cél-lules animals. Com que les
plantestenen una paret cel-lular composta de cel-lulosa, els virus sols poden penetrar en les
cél-lules quan té lloc una ruptura d’aquesta paret cel-lular. Es requereix una major
concentracié de virus perrealitzar lainfeccié. Tanmateix, organismes vectors, com artropodes
nematodes o fongs, poden actuar com a vectors molt eficients en la transmissié de virus de
plantes. Unavegadaen l'interiorde laplantaelsvirions passen d’unes cel-lules aaltres a través
dels plasmodesmes. Alguns virions sén transportats de forma passiva pel floema, movent-se
grans distancies dins de la planta. En els meristemes, regions de creixement molt actiu, els

virus no son capacos d’estendre’s.

Els virus de plantes sdn els causants d’importants reduccions en la qualitat i rendiment dels
cultius. Alguns exemples significatius sén el virus de I'inflament dels brots de cacau (Cacao
swollen shoot virus) (Bailey et al., 2001), la infeccié de I’arros pel virus de la tungro de I’arros
(Rice tungro virus) (Hull, 2002), o el virus del marciment tacat de la tomaca (Tomato spotted
wilt virus) (Hull, 2002). El resultat de la infeccio viral és una reduccié del creixement vegetal,

disminucié del rendiment, menor qualitat i peérdues economiques. Com que no existeixen



compostos antivirals per curar les malalties en plantes, un dels objectius principals dels
agricultors i patolegs vegetals és el desenvolupament de mesures de control eficients, i el
primer pas és la identificacié del virus. Els métodes tradicionals de prevencid inclouen
I’eliminacio delsreservoris de virus circumdants, el control del vector del virus, la modificacié
de les practiques agricoles o I’Gs de materials certificats com a lliures de virus. Una estrategia
alternativa éslautilitzacio de resistenciaalainfeccid viral mitjancant procediments de millora
tradicional, perod les varietats resistents obtingudes no sempre aporten els resultats esperats i
necessiten molt de temps per al seu desenvolupament. Finalment, la proteccié de la planta
també es pot realitzar per proteccié creuada. Es a dir, amb la inoculacié d’una soca poc
virulentadel virus per minvar la posterior infeccié per altra soca més nociva. Pero aquesta és
una técnica costosa tant técnica com economicament, que presenta problemes associats a la

variabilitat en la viruléncia a I'infectar diferents cultius (Scholthof et al., 1993).

El desenvolupament de la biologia moleculari les técniques biotecnologiques ha permes la
produccié de plantes transgeniques resistents a virus, obrint el ventall de possibilitats de
tractament d’aquestes malalties. La resisténcia es pot introduir per diferents estrategies
(Scholthof etal., 1993), bé ambla identificacidiintroduccié dels gens de resisténcia en plantes
silvestres, bé amb el disseny de ARN antisentit per provocar silenciament, bé amb I’expressid
de proteines de la capsida del virus. A pesar d’aixo, la gran variabilitat en la interaccio virus-
hoste impedeix la utilitzacié d’un protocol Unici general. D’altra banda, a pesar de les grans
oportunitats que ofereix |I’enginyeria genética, I’obtencié de noves varietats a través dels nous
metodes biotecnologics avanga amb una menor rapidesa del que cabria esperar. Existeixen
controls i regulacions estrictes per a la seua aprovacié degut en gran part a la percepcid
negativade lasocietat cap als organismes modificats geneticament, més en concret quan van
dirigits a I’alimentacié humana o animal. Com a conseqiiéncia, actualment és necessaria la

combinacié de les técniques biotecnologiques amb les tecniques tradicionals.

A més amés, els virus vegetals també poden ser molt Gtils com a ferramenta biote cnologica
dirigidaala produccié de proteines en plantes. Alguns exemples d’aplicacions sén la produccid
de vacunes humanesianimals en plantes, la produccié de nanoparticules mitjangant proteines
dela capsidao I’Gs de virus com a vectors pera I’expressié transitoria de proteines (Scholthof

et al., 1996; Bashir, 2007; Lomonossoff et al., 2011).



1.2. Tobamovirus

Els tobamovirus (génere Tobamovirus, familia Virgaviridae) sén virus vegetals que infecten un
ampli rang d’hostes, incloent alguns importants cultius agricoles com la creilla, tomaca o
carabassa (cucurbitacies en general) o diferents espécies del tabac, molt emprades en
investigacid. Actualment hi ha 35 especies identificades dins d’aquest génere. S’ha proposat
gue han evolucionat per co-divergéncia (Gibbs, 1999; Lartey et al., 1996), és a dir, la seua
diversificacié és deguda en gran part a |’associacié dels virus amb els seus hostes durant la

divergenciai proliferacié d’aquests ultims.

El genoma dels tobamovirus esta format per una cadena simple d’ARN de sentit positiu, no
segmentat. Es lineal, amb una longitud al voltant de 6.3-6.5 kb. Els virions tenen forma de
vareta i la proteina de coberta (CP) té aproximadament 18 nm de diametre i 300-310 nm de
longitud. Lamoléculad’ARN té a I’extrem 3’ una estructura similar a un ARN de transferéncia
(ARNt). El genoma codifica pera quatre o cinc polipéptids. Dos d’ells es tradueixen a partir del
codé d’inici presental’extrem 5’ i estanrelacionatsamb lareplicacié. El polipeptid mésllarges
forma mitjangant la supressié de la terminacié en el codd UAG situat prop del centre del
genoma (Beier et al., 1984); el més curt conté motius identificats com a una metiltransferasa
(MT), participaen!l’addicié de lacaputxaa l’extrem 5’ i té accio helicasa (Hel) (Hodgman, 1988;
Gorbalenya i Koonin, 1989; Rozanov, Koonin, i Gorbalenya, 1992). A més a més, el polipéptid
més llarg conté els motius que identifiquen el domini C-terminal com una ARN polimerasa
depenentd’ARN (RdRp) (Koonin, 1991). L'extrem 3’ del genoma dels tobamovirus codifica el
polipéptid necessari per al moviment intracel-lular del virus (proteina de moviment, MP) i el

polipeptid CP (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de I'organitzacio genética dels tobamovirus.



Segonslaubicacié genomicade I'origen de I’acoblament del virié es difere ncien dos subgrups
de tobamovirus (Figura 3) (Fukuda et al., 1981). El subgrup 1, que afecta majoritariament a
solanacies, té I'origen d’acoblament dins del marc de lectura oberta (ORF) de la MP. En el
subgrup 2, al qual pertanyen el Sunn-hemp mosaic virus (SHMV) i el Cucumber green mottle
mosaicvirus (CGMMV), I’origen estrobaen|’extrem 3’, enla ORF que codificala CP (Fukuda et
al., 1981). Aquesta subdivisié dels tobamovirus ha sigut recolzada posteriorment amb altres
analisis, comels analisis filogenétics, pero les comparacions de les seqiiencies de nucleotidsi la
diferent organitzacid de les ORFS de la MP i la CP suggereixen que existeix un tercer subgrup
de tomabovirus (Aguilar et al., 1996). Aquest suggeriment recolza la hipotesi de que els

tomabovirus tenen un origen antici han evolucionat per codivergéncia amb els seus hostes.
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Figura 3. Diagrama de 'organitzacio dels tobamovirus. Elsubgrup 1esta representat pel TMV,
el subgrup 2 pel CGMMYV i del subgrup 3 pel nom del virus (TVCV). En cadascun d’ells,
s’observa la posicio relativa de les regions que codifiquen per a I'helicasa (MT-Hel), la RNA

polimerasa depenent de RNA (RdRP), la proteina de moviment (MP) i la proteina de la capsida

/rn)

Les particules dels tobamovirus sén extremadament estables. Tenen una amplia gamma
d'hostes i han sigut detectats en diversos ambients. No es coneixen insectes vector que el
transporten, sind que latransmissié és mecanicai pot tindre lloc per contacte planta a planta,
per la manipulacié dels treballadors o per la propagacié de la planta (Costello et al., 1999;
Spence et al., 2001). Aquesta transmissio té lloc de forma molt eficient entre plantes de
tomacai altres espécies horticoles d’interes agronomic, provocant importants perdues en els

cultius.

La replicacié viral és citoplasmatica. El virus penetra en la cél-lula hoste i té lloc la
descapsidacidil’alliberamentde I’ARN genomic viral en el citoplasma. L'ARN viral es tradueix
per produir les dues proteines necessaries per a la sintesi d'ARN (transcripcid i replicacio). A

partir d’aquest ARN motlle se sintetitza un genoma de ARNdc que es replica per proporcionar



nous ARNm virals. La RdRp reconeix els promotors subgenomics interns de I’ARN de sentit
negatiu per transcriure els RNAs subgenomics, permetent I’expressié de la MP i la CP.
L'acoblament de les diferents parts del virus (encapsidacié) té lloc al mateix citoplasma. A
continuacid el virus ix de la ceél-lula hoste a través dels plasmodesmes per comencar el
moviment cél-lula a cel-lula. En aquest procés és important la interaccié entre la MP i la
pectina metilesterasa, un enzim cel-lularimportant en el metabolisme de la paret cel-lulari
desenvolupament de la planta (Chen et al., 2003). Finalment, quan el virus arriba al teixit

vascular, es capag de viatjar pels vasos floematics per a distribuir-se per tota la planta.

1.3. Virus del mosaic de la tomaca

El virus del mosaic de latomaca (ToMV) pertany al génere Tobamovirus. El seu genoma esta
compost per unamoléculade cadenasimple d’ARN ensentit positiu i té 6,4 kb. Constitueix el
5% del virid. Es tracta d’una particula cilindrica i rigida que té aproximadament 300 nm de
longitudi 18 nmde diametre. Inicialment es considerava que eraunasoca del virus del mosaic
deltabac (TMV), pero el 1976 es va descriure com un virus diferent en base a a seqiieéncia del
genoma viral, gamma d’espécies indicadores i afinitats serologiques. El ToMV esta distribuit
arreu del mén. Afecta especialment a cultius de tomaca (Aramburu J. i Galipienso L., 2005),
perotambé a altres espécies cultivades de la familia Solanaceae (pebrera, tabac, alberginia) i
d’altres families com Aizoaceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Rosaceae, etc. Es a dir, el
virus afecta una amplia gamma de cultius i plantes ornamentals. Aquestes ultimes inclouen,

entre altres, la boca de drac, I’esperd i la calendula.

A nivell cel-lulares caracteritza perla preséncia d’inclusions cristal-lines i amorfes en el teixit
infectat. Apareixen cristalls hexagonalsi agregats de particules. Els simptomes que presenten
els cultius afectats son moltvariablesenfuncié de laracga o aillat, del cultiu, del moment de la
infeccid i de les condicions ambientals. En tomaca apareix un mosaic amb arees clorotiques,
verd obscuriverdclar, i els foliols adquireixen forma arrissada o aspecte filiforme. A més, es
redueix el rendimentdel cultiu. Hi ha una disminucié del creixement i de la mida de la planta.
Es redueix el nimero i mida dels fruits, que presenten taques groguenques amb formes
irregulars oenforma d’anell. Té llocunanecrosi de les tiges, peciols, fulles i fruits. En pebrera
s’originen mosaicsfoliars verds clari grocs en les fulles apicals, hi ha una reduccié de la mida
delesfullesiapareixentaques necrotiques entiges. Es produeixabscisio foliari nanisme de les

plantes. En el fruit es produeixen deformacions amb bonys i necrosi.



Figura 4. Simptomatologia del ToMV en fulles i fruits de tomaca.

No hi ha vectors especifics naturals coneguts del ToMV. El virus es transmet essencialment per
contacte i I’home és el principal vector. S'introdueix en els cultius a través de les plantules
procedents de llavors contaminades, del sol contaminat que afecta les arrels (Doolittle, 1928;
Broadbent, 1965; Fletcher, 1969) i de restes de plantes infectades. A partir d'aquests focus
d'infeccid es propagafacilment de forma mecanica, jasiga per contacte entre plantes o per les
practiques agricoles (Broadbent, 1965, 1965b; Broadbent i Fletcher, 1966). El virus esta
presentenelsembolcallsde lallavori, en menor mesura, en I’endosperma on pot conservar-
sefinsa 9 anys. No s’"hademostratlaseua presénciaal’interiorde I'embrié (Taylor et al., 1961;
Broadbent, 1965). El percentatge de llavors contaminades varia molt segons els fruits, podent
arribar fins a 94% de les llavors contaminades (Van Winckel, 1965). La infeccié de les llavors

s’origina durant el trasplantament (Broadbent, 1965).

Silainfecciétéllocenles primeres etapes del desenvolupament el seu efecte sera majorii el
cultiu es vora més afectat. A més, existeix la possibilitat de que tinguen lloc infeccions
juntament amb altres virus com el virus X de la creilla o el mosaic del cogombre, originant
efectessinergics. Amb tot, el coneixement delmecanisme d’infeccid i transmissié aixi com de
les seues caracteristiques moleculars és fonamental per a dur a terme estrategies de control.
Algunesde les mesures utilitzades peral control d’aquest virus son larealitzacié de practiques
agricoles adequades com I’Us de material vegetal sanejat o I’obtencid de varietats resistents

mitjancant millora tradicional.



1.4. Clons infecciosos de virus

Un clon infeccids és una copia del genoma d’un virus que s’ha introduit en un plasmidi, o un
altre vector, i és capag de produir una infeccié si s’'inocula adequadament en la planta hoste.
En I’area de la investigacid tenen multiples aplicacions. Incloure el genoma del virus en un
vector permet la conservacid de les seues caracteristiques durant llargs periodes de tempsii,
entre altres, no afectaala seuacapacitat d’'infeccid. Aquest fet ésimportant perqué elsvirus, i
més especialment els virus d’ARN, tenen elevades taxes de mutacié, és a dir, son molt
variables (Wain-Hobson, 1996; Drake i Holland, 1999). Aixi s’aconsegueix uniformitat en els
estudis i homogeneitat del material en tots els assajos. A banda, la construccid de clons de
virus facilital’estudi del propi clonide les poblacions virals, lamanipulacié del mateix virus i la
seua amplificacio, ja siga per PCR o mitjancant llevats i bactéries (Cuevas et al., 2005; Hall et

al., 2012).

Sies treballaamb unvirus d’ARN, el clon estara format pel plasmidi amb el ADN copia (ADNc)
del virus obtingut a través de transcripcid reversa. Aquests constitueixen una ferramenta
important pera |’estudi de processos moleculars com lareplicacié o la interaccié entre el virus
i I’hoste, i més recentment també sén utilitzats en la biotecnologia (Boyer i Haenni, 1994;
Yusibov et al., 2000; Marillonnet et al., 2005; Lindbo, 2007). Aquests plasmidis no sempre son
establesipoden degenerar-se durant la propagacié en bactéries. Un dels motius que expliquen
aquesta inestabilitat sén la toxicitat dels productes virals expressats en bactéries (Bedoya i
Darods, 2010). Aquest fet limita prou el seu Us i és un problema comu en tobamovirus degut a
que tenenungenomad’ARN d’aproximadament 6.5 kb que cal inseriren un plasmidi en forma

de ADNc.

Existeixen algunes estrategies per tal d’evitar la sintesi in vitro de RNA de tot el genoma viral
pera provocarunainfeccid. Unexempleés I’Us de clons agro-infecciosos (Turpen et al., 1993;
Kapilaet al., 1997), pero sovintapareixen problemes degutala inestabilitat del plasmidi enla
bacteria Escherichia coli transformada. Per millorar I’estabilitat d’aquests vectors virals s’ha
recorreguta lainsercié d’introns perinterrompre la seqtiencia d’ADNc (Johansen, 1996). Aixi
s’evita I'expressid dels productes virals que resulten toxics en la bacteria perd es manté
I’expressid del ADNc en la cel-lula hoste vegetal, ja que aquestes Ultimes sén capaces de

processar els introns i donar lloc als productes genics virals. Aquesta estratégia també
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presentaunaserie de problemes com I’'increment de lamidadel ADNc o la necessitat de crear
via mutagénesi, si no existeixen, els llocs de restriccidé adequats per a la introduccié dels
introns i del seu processament correctament en el nucli (Desbiez et al.,, 2012). Com a
alternativa potrealitzar-selasupressio del gen de la CP viral, fet que contribueix a augmentar
I’estabilitat del plasmidi i I’efectivitat del procediment peral’expressié de proteines en plantes
(Lindbo, 2007). Altra estratégia consisteix en modificar els gens que codifiquen productes
toxics, alterant la pauta de lectura en les seues zones adjacents (Satyanarayana et al., 2003).
Amb aquestes diferents estrategies s’han pogut obtenir resultats eficacos, pero les
metodologies son costoses, lentesino es pot predir els seus efectes amb seguretat. Per aixo,
una vegadas’ha construit el clon cal comprovar la seua capacitat d’infeccié mitjancant la seua
inoculacié en plantes. També és necessari verificar que les plantes presenten simptomes
d’infeccid, encaraque cap lapossibilitat que, a pesar que el clon siga infecci és, les plantes no
presenten la simptomatologia esperada. En aquest cas, és molt atil I’4s de gens reporters.
Aquests s’introdueixen en el propi clon, de manera que déna informacié sobre la seua

capacitat d’infeccio.

1.5. Gens reporters

Un gen reporter ésaquell que codifica un producte que és pot detectar facilment. Es molt util
per visualitzar esdeveniments associats a la transduccié de senyals i al’expressié génica. A
més, sis’inclouenunclonviral, permet el seguimentde I’expansié d’un virus en I’hoste (Swick
et al., 2013). Algunes de les seues caracteristiques més importants poden ser |'elevada
fiabilitati sensibilitat, I’alt rang dinamici la possibilitat d’uUs a gran escala (Naylor, 1999). Amb
els gens reporters es poden fer multiples estudis. Alguns exemples sén estudis de les
caracteristiques dels promotors (Dale et al., 2011), la funcid i localitzacié d’una determinada
proteina (Giepmans et al., 2006; Lalonde etal., 2008), I’avanc¢de la infeccid viral, la mesura de
titol de virus (Gilbert et al., 2000) o la capacitatd’infeccid d’aquest (Swick et al., 2013). Existeix
una gran varietat de gensreportersil’eleccid de cadascund’ellsdependra del tipus d’estudi a

realitzar (Taula 1).

B-galactosidasa (bacteriana) Sistema caracteritzat. Activitat endogena

Estable. Lectures simples.
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Taula 1. Comparacio de gens reporters comunament utilitzats. 'sensible. No adequat

analitzar la transcripcié en peracel-lules de mamifers.

procariotes.

Proteina verda fluorescent No requereix I’addicié de Requereix modificacions
(GFP) substrat. No té activitat post-transcripcionals. Poc
endogena. sensible perque no hi ha

amplificacié de senyal.

Els factors de transcripcié o enzims biosintétics de gens que indueixen la produccié de
pigments en plantes sdn molt Utils com a marcadors degut a que permeten apreciar la
coloracié a simple vista. Aixi doncs, es pot realitzar un analisi in vivo de la planta sense la
necessitat d’instrumentacié especialitzada (Bedoya et al., 2012). Un exemple d’aquests
marcadors sén els factors de transcripcié de la ruta dels carotenoides com la fitoeno sintasa

procedent de la bactéria Pantoea ananatis (Majer et al., 2016).

1.6. Carotenoides i fitoé sintasa

Els carotenoides sdn compostos naturals presents en diverses estructures de plantesien una
gran varietat d’animals, algues, fongs i bactéries. Son tetra-terpens constituits per mualtiples
unitats d’isoprens amb un anell de ciclohexa substituit i insaturat en cadascun dels extrems.
Sén molécules lipofiliques i hidrofobiques. La seua capacitat d’absorbir llum deriva de la
presenciade seto més enllacos dobles conjugats que absorbeixen llumvisible amb colors que
van del groc al roig. Existeixen dos tipus de carotenoides: els carotens, que no contenen oxigen
en els seus anells terminals (per exemple B-caroté o licopé), i les xantofil-les, que contenen
oxigenenelssues anells terminals (per exemple luteina) (Armestrong, 1997). En plantes sén
pigmentsresponsables d’alguns dels colors de les florsielsfruits. En general, els carotenoides
realitzen funcionsimportants enlaplantacom la proteccié contra la foto-oxidacié en cel-lulesi
teixits, coma pigments accessorisicom a determinants estructurals dels compl exos pigment-
proteinaen els plastidis (Bartley i Scolnik, 1995). També actuen com a atenuadors dels estats
excitats generats durant la fotosintesi en les clorofil-les i tenen unes fortes propietats
antioxidants. Els factors que influeixen en la preséncia de carotenoides sén les condiciones de
temperaturaiintensitatde llumen les practiques pre-collita, en I’estat de maduracid i en les

operacions de processat i conservacio.
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Com que els carotenoides sén pigments, la utilitzacié d’enzims de la seua ruta d e biosintesi
com a gensreporters permet el seguiment a simple vista de lainfeccié viral sense necessitat
d’instrumentacio especialitzada (Majer etal., 2016). La fitoé sintasa és I’enzim que catalitza la
conversio de pirofosfat de geranilgeranil afitoeno (Cunningham, 2002). El fitoé és un compost
intermedi de 40 carbonisi toteslesreaccions successives de ruta de biosintesi de carotenoides

involucren la conversio d’aquesta estructura basica (Cunningham i Grantte, 1998).

CAROTENOID BIOSYNTHETIC PATHWAY
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Figura 5. Ruta de biosintesidels carotens (Dibari, B. et al., 2012).

La crtB (fitoé sintasa) és un enzim procedent de de labactériadel sol Pantoea ananatis (Terrier
et all., 2001), constituit per 296 aminoacids. Aquesta bactéria esta considerada com un
patogen emergent degut a que, a banda de provocar malalties en una amplia gamma de
cultius agricoles i forestals d’'importancia econdmica, també és capag d’infectar els éssers
humans. Infectatant plantes monocotiledonies com dicotiledonies, amb una simptomatologia
molt diversa depenent de la localitzacié i de I’hoste afectat (Coutinho i Venter, 2009). La
expressié de crtB mitjangant un vector viral en plantes té dos interessos, per una banda

augmentarlaproduccié de carotens en el teixit infectat (Fett-Neto, 2010) i per altra, aprofitar
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la pigmentacié groga com a marcadora de la infeccid viral (Majer et al., 2016; enviat a

publicar).
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2. OBJECTIUS

Els clonsinfecciosos de virus de plantes, com ara el del virus del mosaic de la tomaca (ToMV)
poden arribar a ser la base de molts projectes d’investigacié i una ferramenta molt util en
biotecnologiavegetal. Laclonacié del genoma d’un virus de plantes en un plasmidi permet la
seua caracteritzacid, conservacié, manipulacid i utilitzaci6 de manera més controlada en
multitud d’experiments. Partint d’un clon infecciés del ToMV, els objectius concrets d’aquest

projecte han sigut:

1. Construirunclon recombinantdelvirusenel que la major part del gen que codificala
proteina de coberta (CP) ha sigut reemplacat per un ADN copia que codifica la fitoé

sintasa (crtB) de la bactéria Pantoea ananatis.
2. Assajar la produccié de carotenoides en teixits de tabac (Nicotiana benthamiana).

3. Inserir el gen de la CPilamajor part de laregié 3’ no traduida d’un virus homoleg, el

virus del mosaic del tabac, en el clon recombinant del ToMV que expressa crtB.

4. Analitzarsiel clon viral resultant adquireix la capacitat de moure’s sistemicament en
plantes de N. benthamiana i analitzar la seua potencial capacitat de produir

carotenoides.
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3. MATERIALS | METODES

3.1. Plasmidis
3.1.1. pGToMV-Ara

El pGToMV-Araés un plasmidi binari que conté dos origens de replicacio, per a Escherichia coli
i pera Agrobacterium tumefaciens, i resisténciaa kanamicina. Davall el control del promotor i
terminador 35S del virus del mosaic de la floricol (CaMV) conté un clon infeccids d’un aillat
espanyol del virus del mosaicde latomaca (ToMV). Ha sigut construit recentmental laboratori
del Dr. José-Antonio Daros al IBMCP (Valéncia). Per ala seua replicacié en A. tumefaciens és
necessaria la presencia en la bacteria d’un altre plasmidi auxiliar, pCLEAN-S48 (Thole et al.,
2007). Aquest plasmidi conté gens necessaris per a la replicacié i la patogénesi, i presenta

resisténcia a tetraciclina.

3.1.2. pGEM-T Easy

El plasmidi que s’utilitza per clonar un fragment del genoma del ToMV, pGEM-T Easy

(Promega), és un vector de clonacié general que conté resisténcia a ampicil-lina.
3.1.3. pG53crtB

pG53crtB conté el ADNc de I’enzim fitoé sintasa (crtB) de la ruta biosintética de licope en la

bacteria Pantoea ananatis.

3.1.4. pGTMV

Es un plasmidi binari que conté un clon infecciés del virus del mosaic del tabac (TMV).

3.2. Amplificacié d’ADN per la PCR.

Les PCR es realitzen en un volum final de 20 pl en tampd HF, 0.2 uM dNTPs, DMSO al 3%, 25
UM dels encebadors adequats (Taula 2) i 0.4 U de la ADN polimerasa Phusion (Thermo
Scientific). Amés, s’afegiuna quantitat d’ADN motlled’entre 1i 50 ng, segons el cas. De forma
general, lareaccido de PCR s’incuba en un termociclador amb un programa de 30 s a 982C per a
la desnaturalitzacid inicial, seguida de 30 cicles de 10 s a 982C (desnaturalitzacid), 30 s a 552C
(anellament) i 30 s a 729C (extensid). Per ultim, el programa va incloure 10 min a 722C per

assegurar una correcta extensié dels productes finals. Quan els productes esperats eren de
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mes de 2 kpb, s’ajustaun temps d’extensié en funcié de la longitud del producte arad de 15s

per kb.

Taula 2. Encebadors utilitzats per a les amplificacions dels diferents fragments d’ADN.

D2236:
5'-CTATTTAATACGAATCAGAATC-3’
D2237:
5’-ATCTTACTCAATCACTTCTCCA-3’
D2238:
5'-TGACAAAAACACAAATTGC-3
D2239:
5'-GCACCTGCATCTTAAATG-3’
D2240:

5’-gcaatttgtgtttttgtcaATGAATAATCCGTCGTTACTCAATCATGC-3

D2241:
5’-atttaagatgcaggtgcTTAGAGCGGGCGCTGCCA-3’
D2242:
5'-CGAATCCCTCGCTTTTTTACG-3’
D2243:
5'-GGGTCGGCATGGCATCTC-3’
D2244:
5’-aaaagcgagggattcgGAAAAAAGAGTGATGTCCGCAAAGGG-3’
D2245:
5’-atgccatgecgacccTGGGCCCCTACCGGGGGT-3’
D2330:
5'-AGCGAAGCCTTCCAGATGATCA-3
D2331:
5'-ATGGATGTACGCGAAGCGCAAT-3
D2332:
5’-AGCATCGTCCACAATATCGCGA-3’
D2333:
5'-CATGCGGGCCGCTGTTATCTGC-3
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3.3. Digestio de plasmidis

En general els plasmidis es digeriren amb 10 U (1 pl) de I’enzim de restriccié en el tampé de
reaccié adequat per a cada enzim i aigua fins assolir un volum final de reaccié de 20 0 40 pl,

segons el cas. Les reaccions s’incubaren 1 h a 372C.

3.4. Electroforesi en gel d’agarosa

Per analitzar els fragments d’ADN es van realitzar electroforesis en gels d’agarosa 1%. La
solucié d’agarosa es va preparar afegnt 4 g d’agarosa solida a 360 ml d’aigua i 40 ml de tampé
TAE (x10) (TAE x1 és 40 mM Tris, 20 mM acetat de sodi, 1 mM EDTA), i escalfant la mescla fins
ala seuadissolucid. Aquestasolucié es mantenialiquidaen unincubadora602C. Depenent del
numero de mostres a analitzar, es van utilitzar minigels (8x 6.5 x 0.5 cm) o gels més grans (15 x
11 x 0.5 cm). Pera preparar-los, esvan abocarsobre el suport 25 o 75 ml de solucié d’agarosa i
esva deixarrefredaren presénciadel raspall amb els pouets adequats durant 15 min. Després,
es va retirar el raspall i es va situar el gel en la cubeta d’electroforesi. Per altra banda, a les
mostres se’ls va afegir aproximadament una desena part de tampo de carrega LB (x10) (50%
glicerol, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.0025% blau de bromofenol i 0.0025% xilencianol) i estes esvan
carregar als pouets. Les electroforesis es corregueren durant 60 min a 75V en el cas dels
minigels 0 95 min a 75V en el cas dels gels de mida mitjana. L'ADN separat en el gel esva
detectar mitjancanttincié amb bromurd’etidii posteriorobservacié amb llum ultraviolada. Els
gels es van tenyir col-locant-los en una cubeta de plastic amb una solucié de 1 pug/ml de
bromur d’etidi, deixant-los en agitacié durant 15 min. Abans de la visualitzacid, el gel es va

[lavar tres vegades amb aigua.

3.5. Purificacié dels acids nucleics a partir d’'un gel d’agarosa

Pera lapurificacid dels fragments d’ADNseparats en els gels d’agarosa s’utilitza un estoigde la
casa comercial Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research). Els fragments del gel amb
I’ADN d’interes es tallaren amb un bisturiemprant [lum ultraviolada i es traspassaren a un tub
Eppendorf d’1.5 ml. Es pesaren i s’afegiren tres volums de tampéd de dissolucié d’agarosa
(ADB). S’incubaren a552C durant5-10 minutsambla finalitat de que el gel quedara totalment
dissolti poderpassarla mesclaperuna columnade gel dessilici situada sobre un tub Eppendorf
de 2 ml. Amb aquesta finalitat, es va centrifugar durant 10 s a 13000 rpm i es va descartar el

filtrat. A continuacié es llava la columna afegint 200 ul de tampd de llavat (WB), centrifugant
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10 s a 13000 rpm i retirant el filtrat. El Ilavat es va repetir pero aquesta vegada amb 30s de
centrifugacid per posteriorment traspassar la columna a un nou tub Eppendorf de 1.5 ml.
Finalment, I’ADN retingut en la columna es va eluir en un volum adequat de tampé d’elucié
(TEL, 10 mM Tris-HCI pH 8.5) incubant durant 1 min a temperatura ambient i centrifugant 1
min a 13000 rpm. La quantitat de TEL utilitzada en I’elucié va dependre del volum de I’eluit

requerit en els passos posteriors.

3.6. Lligacié

Les reaccions de lligacid d’ADN es dugueren aterme en un volum final de 20 0 40 ul, segons el
cas, amb 5 U de T4 ADN lligasa (Thermo Scientific) en 40 mM Tris-HCl, pH 7.8, 10 mM MgCl,,
10 mM DTTi 0.5 mM ATP. Les reaccions es van incubar durant 1 h a 222C.

3.7. Acoblament Gibson

La reaccié Gibson d’acoblament de fragments d’ADN es va realitzar afegint un voum de la
Gibson Assembly Master Mix (x2) (New England Biolabs) a la mescla d’ADNs. Les reaccions

s’incubaren durant 1 h a 502C.

3.8. Purificacid d’acids nucleics en solucio

Una vegada realitzades algunes reaccions, per purificar I’ADN es van afegir 100 ul de DNA
Binding Buffer (DBB) a la reaccid, es va traspassar a una columna de gel de silici (Zymo
Research)ise centrifuga 10 s a 13000 rpm. Una vegada descartat el filtrat, s’afegiren 200 pl de
WB i se centrifugadurant 10 s, descartantde nou el filtrat. El Ilavat es va repetir amb 200 pl de
WB perd centrifugant 30s. A continuacié, la columna es va traspassar a un nou tub Eppendorf
de 1.5 ml. S’incuba 1 min en TEL, se centrifuga 1 min i es recolli I’eluit. La quantitat de TEL
emprada per a eluir va dependre de I’Us posterior de I’ADN. En el cas de la purificacié d’ADN
per a posterior electroporacié, es va seguir el mateix protocol pero realitzant un llavat

addicional amb 200 pl d’etanol 80% i eluint amb 8 pl de TEL (x0.1, 1 mM Tris-HCI pH 8.5).

3.9. Transformacio de cel-lules competents perelectroporacié

Per transformar bacteries amb plasmidis s’afegiren 8 ul del producte de les lligacions,
préviament purificat, a 40 pl de cel-lules competents d’E. coli (soca DH5a) sobre un tub
Eppendorf de 1.5 ml. Es va traspassar tot a una cubeta de 0.1 cm refredada sobre gel i es va
electroporar a 1500 V durant 5 ms en un electroporador ECM399 (BTX). Rapidament s’afegi 1
ml de SOC (20 g/I triptona, 5 g/| extracte de llevat, 0.5 g/I NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
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glucosa 20 mM, pH 7.0), es recolliren les cel-lules amb una pipeta i es retornaren al tub
Eppendorf. Les cél-lules s’incubaren a372C enagitacié (200 rpm) durant 1 h i posteriormentes
plaguejaren. En el cas de la transformacid en A. tumefaciens, s’utilitza la soca C58C1 amb el
plasmidi auxiliar pCLEANSA48. Es van utilitzar 0.5 pl (aproximadament 25 ng) de plasmidi en 40
pl de cél-lules competents seguint el mateix protocol descrit per a E. coli, perd incubant2h a

289C després de |'electroporacio.

3.10. Creixementde cél-lules en medi de cultiu solid

Per poder seleccionar clons que havien incorporat la construccio d’interes es plaquejaren 10
pl, 100 ul i la resta del cultiu en plaques Petri. Les plaques d’E. colis’incubaren a 37¢C tota la
nit. Les plaques contenien LB- agar (10 g/l NaCl, 10 g/ triptona, 5 g/| extracte de llevat i 15 g/I
d’agar), a més de I’antibiotic corresponent (ampicil-lina o kanamicina) a una concentracié de
50 pg/ml. El plaqueigesdugué aterme baix laflamade |I’encenedor perevitar contaminacions.
En el cas d’A. tumefaciens les plaques contenien 7.5 pg/ml tetraciclina, 50 pg/ml kanamicina i

50 pg/ml rifampicina, i s’incubaren entre 3i 5 dies, segons el cas, a 282C.

3.11. Creixementde colonies aillades en medi de cultiu liquid

Les colonies aillades que complien les caracteristiques desitjades es cresqueren en 2.5 ml de
medi LB liquid amb I’antibiotic adequat (kanamicina o ampicil-lina) a una concentracié de 50
pg/ml. Els cultius s’incubaren en agitacié a 372C durant tota la nit (E. coli) o a 282C tot un dia

(A. tumefaciens).

3.12. Extraccio rapida de plasmidis per a analisi electroforétic

S’introduiren 0.5 ml de cultiu saturat d’E. coli en un tub Eppendorf de 1.5 ml i se centrifuga
durant 2 min. Es retira el sobrenedant i el sediment es va resuspendre en 30 pl de TE (10 mM
Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA) agitant intensament amb vortex. A continuacié s’afegiren 30 ul
d’una mescla 1:1 de fenol:cloroform (saturada amb tampoé Tris-HCl a pH 8.0). Es va mesclar
amb vortexi es va centrifugar durant 5 min. Sense tocar la interfase, es prengueren 5 ul de la
fase aquosa, als quals s’afegiren 5 pl de tampéd de carrega LB (x10) amb RNasa A (10 ng/ul). Els

extractes s’analitzaren per electroforesi.

3.13. Purificacio de plasmidis

La purificacié de plasmidis es dugué a terme utilitzant I’estoig Genejet Plasmid Miniprep Kit

(Thermo Scientific). Per a aix0 es van abocar 2 ml de cultiu saturat de cel-lules en un tub

20



Eppendorf, se centrifuga2mini es descarta el sobrenedant. El sediment es va resuspendre en
250 pl de la solucié de resuspensid, que conté la RNasa A, fent Us del vortex. Després
s’afegiren 250 pl de lasolucié de lisi cel-lularies mescla perinversio. Posteriorment s’afegiren
350 ul de lasolucié de neutralitzacié i es mescla exhaustivament perinversié. A continuacio se
centrifugadurant5 mini el sobrenedant es transferi a una columna situada sobre un tub de 2
ml. Se centrifuga 1 min i es descarta el filtrat. Seguidament es llava la columna amb 500 pl de
la solucié de llavat, centrifugant durant 30 s i descartant de nou el filtrat. Després d’aquest
primerllavat, es realitzaun segonamb altres 500 pl de la solucid de llavati centrifugant durant
1 min. Finalment, la columna es va transferir a un tub Eppendorf de 1.5 ml i s’afegiren 100 pl
del tampd d’elucid. S'incuba durant 2 min a temperatura ambient i se centrifuga 2 min per

recollir I’eluit.

3.14. Quantificacié d’ADN

La concentracié dels plasmidis es va determinar mitjancant mesura espectrofotometrica amb

un NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).

3.15. Agroinoculacio de plantes

Colonies corresponents a A. tumefaciens transformades es van seleccionaris’inocularen en 10
ml de LB amb kanamicina (50 pg/ml). Els tubs amb el cultiu liquid es mantingueren a 282C en
agitacié fins que s’observa que estaven terbols. En general, es tracta d’assolir una densitat
optica (DO) del cultiu a 600 nm d’entre 0.5 i 1. A continuacid, segons I'experiment, es
prepararen 2 o 5 ml de solucié d’agroinculacié a DO 0.5. Per fer-ho, es prengué la quantitat
adequada del cultiu liquid que se centrifuga durant 2 min a 13000 rpm. Una vegada retirat el
sobrenedant, es resuspengueren les cel-lules amb el tampd d’agroinoculacié (10 mM MES -
NaOH pH 5.6, 10 mM de MgCl,). Aaquestasolucid se li afegiacetosiringonaa una concentracié

final de 150 uM. El cultiu es va incubar 2 h a 282Ci s’infiltraren les plantes.

La infiltracid es va realitzar recolzant una xeringa sense agulla carregada amb la solucié d’ A.
tumefaciens sobre el revers de la fulla, exercint una lleugera pressiéo amb el dit. En N.
benthamiana s’inocula unafullaamb un halo, mentre que entomacas’inocularen duesfulles i

un cotiledé.

4.16. Seqiienciacié

Per realitzar el disseny d’encebadors, per a la localitzacié de llocs de restriccid i per al

seguimentde laconstruccié dels clonsvirals fou necessaria la seqlienciacié d’algunes regions
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del seu genoma. S’ utilitza el servei de seqiienciacié de I'IBMCP que disposad’un seqilienciador
automatic (ABI 3100; Applied Biosystems). Les mostres a seqiienciar es proporcionaren com

aliquotes de 5 pl.

4. RESULTATS I DISCUSSIO

El primer objectiu d’aquest treball fou la construccié d’un clon recombinant del virus del
mosaic de la tomaca (ToMV) en el qual la major part del gen que codifica la proteina de
coberta (CP) viral féra substituit pel gen que codifica la fitoé sintasa (crtB) de la bactéria
Pantoea ananatis. Per aconseguir-ho, la primera activitat del treball va consistir en la
construccié d’un plasmidiintermedique facilitara el procediment. Es transferi un fragment del
genoma viral des del plasmidi amb el clon infecciés complet del virus (pGToMV-Ara) a un

vector de clonacid, el pGEM-T Easy.
4.1. Digestio dels plasmidis pGToMV-Ara i pGEM-T Easy i lligacié dels fragments.

La regié del genoma del ToMV que es volia manipular esta flanquejada per dos llocs de
restriccid Unics, Ncol i Sphl, de manera que els dos plasmidis pGToMV -Ara i pGEM-T Easy es
digeriren amb aquests enzims. Es generaren els fragments d’ADN corresponents al genomadel
ToMV, aproximadament 1275 pb, i al plasmidi pGEM-T Easy obert, de 3000 pb. Per comprovar
gue la digestid haviatingutlloccorrectament, els productes de |la digestié es carregaren en un
gel d’agarosai se separaren perelectroforesi. Els producte s de ladigestid es visualitzarem baix

[lum ultraviolada després de tenyir el gel amb bromur d’etidi (Figura 6).
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Figura 6. (A) Analisielectroforetic de la digestio Ncol-Sphl dels plasmidis pGToMV-Ara i pGEM-T
Easy. M, marcador de pes molecular d’1 kpb; 1, plasmidi pGToMV digerit; 2, plasmidi pGEM-T
Easy digerit. (B) Esquema del marcador de pesos moleculars d’1 kpb. Els fragments d’ADN

d’interés estan enquadrats en roig.



Els ADNs es purificaren en una columna de gel de silici per a la seua posterior lligacié
mitjancant T4 ADN lligasa. Els productes de la lligacié s’electroporaren en Escherichia coli. Se
seleccionaren coloniesiescresqueren cultius liquids en presénciad’ ampicil-lina. Es purificaren
els plasmidis a partir d’aquest cultius bacterians mitjancant un protocol de miniprep i

s’analitzaren per electroforesi contrastant la seua migracié amb el plasmidi control sense

insert (Figura TV Totnc lac mackrac nracantaran in vakard vacnnacka Sl owlasmidi control,
M1 2 3 4 5 6 C 7 8 9 10 11 12

suggerintque k asmididel carmil
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Figura 7. Separacio electroforética dels plasmidis resultants de la lligacié del fragment Ncol-
Sphl de ToMV i el pGEMT-Easy. M, marcador d’1 kpb (Figura 6B); C, plasmidi control sense

insert (0GEMT-Easy); 1a 12, plasmidis pGEM-ToMV. En roig es remarca el plasmidiseleccionat.

4.2. Mutacio de la ATG de la CP del ToMV a AGA.

Una vegada seleccionat un plasmidi intermedi amb el fragment Ncol-Sphl del genoma del
ToMV, el seglient pas fou modificar el codd d’inici de la CP mitjancant |’Us dels encebadors
adjacents D2236 i D2237 (Taula 2). Per poder lligar posteriorment els fragments, els
encebadors hagueren de ser fosforilats abans de realitzar I’amplificacié per PCR. Com que el
producte a amplificar tenia aproximadament 4000 pb, es programa el temps d’extensié d’1
min. Seguidament, es tracta el producte durant 1 h amb I’enzim de restriccié Dpnl pereliminar
les restes de plasmidi motlle. El producte es carrega en un gel d’agarosa, se separa per

electroforesi i es visualitza per tincié amb bromur d’etidi (Figura 8).
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Figura 8. Electroforesiamb els productes de PCR del canvi d’ATGa AGA en la CP del ToMV. M,
marcadorde pes moleculard’1 kpb (Figura 6B); C, control de PCR sense motlle; 1, producte de

I'amplificacio de pGEM-ToMV amb D2236 i D2237.

Aquest producte d’amplificacié es purificai esrelliga mitjancant T4 ADN lligasa per reconstruir
el plasmidi. El producte de la lligacid s’electropora en E. coli, es picaren colonies i es
cresqueren cultius liquids en preséncia d’ampicil-lina. Es realitzaren miniprep de plasmidis a
partir d’aquests cultius i s’analitzaren per electroforesi comprovant que la seua mida no
s’havia vist modificada respecte al plasmidi control sense mutacié (Figura 9). Es quantificala
concentracié del plasmidi 2 mitjancant mesura espectrofotométrica, amb un resultat de 30

ng/ul. La mutacié es confirma mitjancant la seqtienciacié del plasmidi.

M 1 2 C 3 4

Figura 9. Gel d’agarosa amb els plasmidis pGEM-ToMV mutagenitzats. M, marcador de pes
molecular d’1 kpb (Figura 6B); C, plasmidi sense la mutacio (pGEM-ToMV); 1 a 4, plasmidis
PGEM-ToMV mutagenitzats.



4.3. Insercio de I’ADNc de la crtB en el clon viral.

Una vegada mutagenitzadal’ATG d’inici de traduccié de laCP del ToMV, el seglient objectiu va
ser reemplacar la major part de I’ADNc d’aquesta CP per I’ADNc de crtB. La deleccié de la CP
no va sercompleta. Es mantingueren els extrems 5" i 3’ de ’ADNc de la CP per ser importants
enlasinteside I’ARN missatger (ARNm) subgenomic a partir de la qual es tradueix la proteina
(Lindbo, 2007). Per inserir I’ADNc de la crtB (930 pb) reemplagant part de la CP (420 pb) del
ToMV, I’ADNcdel gen s’amplifica per PCR, emprant com a motlle el plasmidi pG53crtB amb els
encebadors D2240 i D2241 (Taula 2). Per la seua part, el plasmidi intermedi 2 s’utilitza com a
motlle per produir un ADN amb els encebadors D2238i D2239 en el que es produila delecid
desitjada de la CP (Taula 2). Els productes de PCR se separaren per electroforesi en un gel
d’agarosa (Figura 10) i s’eluiren els fragments d’ADN. Els dos fragments d’ADN s’acoblaren
mitjancant la reaccié de Gibson. El producte es purifica i s’electropora en E. coli. Es picaren
colonies i es cresqueren cultius liquids en preséncia d’ampicil-lina. Els plasmidis purificats a
partir de cultius d’aquestes colonies s’analitzaren perelectroforesi en un gel d’agarosa (Figura
11). La majoria mostraren una migracié retardada respecte del plasmidi control (Figura 11,
carril 7). D’acord amb les migracions, se selecciona el plasmidi 11 (Figura 11), que s’"anomena

pGEM-ToMV-crtB.

Figura 10. Electroforesi amb els productes de PCR resultants de I'amplificacio de pGEM-
ToMV mutagenitzat ila crtB. M, marcador de pes molecular d’1 kpb (Figura 6B); C, control
de PCR sense motlle; 1, producte d’amplificacié del pGEM-ToMV mutagenitzat amb els
encebadors D2238 i D2239; 2, producte d’amplificacio del plasmidi pG53crtB amb els

encebadors D2240i D2241. Els productes d’interés s’han remarcat amb rectangles rojos.
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Figura 11. Analisi electroforétic de la construccio pGEM-ToMV-crtB. M, marcador de pes
molecular d’1 kpb (Figura 6B); C, plasmidi control pGEM-ToMV sense insert; 1 a 12, plasmidis

(pGEM-ToMV-crtB) purificats a partir de diferents cultius de clons recombinants de E. coli.

El ANDc viral modificat es transferi de nou al plasmidi original pGToMV-Ara amb el clon
infeccids del virus per procedir a la seua transformacié en Agrobacterium tumefaciens.
Ambdds plasmidis es digeriren amb els enzims de restriccid Ncol i Sphl. Al separar els
productes de la digestié per electroforesi s’observa que la seqiéncia de crtB contenia llocs
Ncoli Sphlinterns que dificultaven la clonacid. Per solucionar-ho es dissenyaren encebadors
(Taula 2) per introduir mutacions silencioses en la seqiiéncia de crtB eliminant aquests dos
llocs de restriccié. Enambdds casos, s’elegiun codd d’alanina perferla mutagénesi silenciosa.
Els encebadors es fosforilaren per poder lligar posteriorment els productes obtinguts. Es
realitzaren dues PCR consecutives, amb els encebadors corresponents en cadascuna d’elles,
que permeteren la substitucié del nucleotid elegit. Després de cada PCR els productes es
tractaren amb I’enzim Dpnl i s’analitzaren per electroforesi en gel d’agarosa. Els productes
s’eluiren perpoderrelligar-los amb T4 ADN lligasa. Una vegada feta la lligacid, el producte es
purifica i amb ell es transforma E. coli. Es picaren colonies i es cresqueren cultius liquids en
presénciad’ampicil-lina. Es realitzaren minipreps a partir d’aquests cultius. La mutagenesi es

confirma mitjangant seqlienciacio dels plasmidis.

Una vegada mutagenitzats els llocsinterns de la seqliencia de crtB, es procedi a digerir tant el
vector modificat com el vector pGToMV-Ara amb Ncol-Sphl. Els productes de la digestié se
separaren perelectroforesi en gel d’agarosa (Figura 12A). S’eluiren els ADNs corresponents a

la major part del plasmidi pGToMV-Ara, d’aproximadament 9000 pb, i al fragment amb crtB,
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d’unes 1786 pb. El patré de bandes suggereix que la digestid va tindre lloc correctament
(Figura12A).Els ADNseslligarenfentusde la T4 ADN lligasa i el producte es purifica. De nou,
I’ADN purificat s’electropora en E. coli, es picaren colonies i es cresqueren cultius liquids en
presénciade kanamicina. A partird’aquests cultius es purificaren els plasmidis i s’analitzaren

perelectroforesienun gel d’agarosa. Es realitza una digestié analitica amb els corresponents

. A B . . L2 R .
enzim M 1 » 3 o i que la integracid havia tingut lloci que
s’havien eliminatetsttocs intertis (Figura128).Seselec M 1 2 3 C 4 2B),
més con S poste ats
s’anome

Figura 12. (A) Analisielectroforétic de la digestio amb Ncol i Sphl del plasmidi pGToMV-Ara i
el plasmidipGEM-ToMV-crtB. 1, producte de la digestié de ToMV-Ara; 2 i 3, plasmidis pGEM-
ToMV-crtB digerits. S’eluiren els fragments enquadrats en roig. (B) Gel d’electroforesi de les
digestions analitiques dels plasmidis pGToMVACP-crtB amb Ncol i Sphl. C, digestio de
pGToMV-Ara; 1a 5, digestio dels plasmidis pGToMVACP-crtB. M, marcador de pes molecular
d’1 kpb (Figura 6B).

4.4. Insercié del promotor de la CP, ’ADNc de la CP i la 3’ no traduida (UTR) del virus del
mosaic del tabac (TMV) darrere de la crtB.

El plasmidi pGToMVACP-crtB devia produir un virus recombinant capac¢d’expressarcrtBen lloc
de la CP. Tanmateix, al mancar la CP viral el virus recombinant no devia poder moure’s per la
planta. Per recuperar la funcié de moviment sistémic, es pensa en inserir un fragment del

genomad’unvirus relacionat filogeneticament, com el TMV. Aquest fragment estaria compost
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del promotor de I’ARNm de la CP, la seqliencia codificant de la CP i la 3’ UTR viral. L'objectiu
erainseriraquestfragmentdel genomadel TMV (850 pb) reemplagantels Ultims 31 nucleotids
del virusrecombinant TOMVACP-crtB. La construccid es va dur a terme introduint primerament
el ADNc 3’ del TMV en el plasmidi pGEM-ToMV amb la mutacié ATG i després tornant a

introduir la crtB mutagenitzada.

Primerament s’amplificaren per PCR per una banda el vector pGEM- ToMV 2 (amb la ATG
mutada) i per altra banda el fragment 3’ del TMV contés al plasmidi pGTMV amb els
encebadors D2242-D2243 i D2244-D2245 (Taula 2), respectivament. Els productes
s’analitzaren per electroforesi en gel d’agarosa (Figura 13) i s’eluiren els ADNs adequats.

Aquests fragments s’acoblaren mitjangant la reaccié Gibson.

M C 1 2

Figura 13. Analisi electroforétic dels productes de PCR resultants de I'amplificacié del plasmidi
PGEM-ToMV 2 i el plasmidi pGTMV. M, marcador de pes molecular d’1 kpb (Figura 6B); C,
controlde PCR sense motlle; 1, producte de PCR del pGEM-ToMV 2 amb els encebadors D2242 i
D2243; 2, producte de PCR del pGTMV amb els encebadors D2244 i D2245. Els productes

d’interés s’han marcat amb rectangles rojos.

Una vegada transformades les cel-lules es realitzaren preparacions de plasmidis que
s’analitzaren per electroforesi en gel d’agarosa (Figura 14). La mostra 1 presenta un retard
respecte al control (Figura 14, carril 4), indicatiu de que el fragment 3’ del TMV s’havia inserit
adequadament. A continuacié s’amplifica per PCR el plasmidi seleccionat amb els encebadors

D2238 i D2239 i la crtB mutagenitzada amb els encebadors D2240 i D2241 (Taula 2) (Figures
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Figura 14. Analisi electroforétic de la construccié pGEM-ToMV-3’. M, marcador de pes molecular
d’1 kpb (Figura 6B); C, plasmidi control pGEM-ToMYV 2 sense insert; 1 a 6, plasmidis extrets a
partir de diferents cultius de clons recombinants de E. coli.

15A i B, respectivament). Els ADNs d’interes s’eluiren i se sotmeteren a la reaccié d’

acoblament Gibson.

M C crtB

Figura 15. Analisi electroforetic dels productes de PCR de I'amplificacié dels plasmidis pGEM -
ToMV-3’ (A) i pGEM-ToMV-crtB mutagenitzat (B). M, marcador de pes molecular d’1 kpb
(Figura 6B); C, control de PCR sense motlle; 1, producte de I'amplificacié de pGEM-ToMV-3’
amb els encebadors D2238 i D2239; crtB, producte de I'amplificacié de pGEM-ToMV-crtB
mutagenitzat amb els encebadors D2240i D2241.



Després de la reaccid, el producte es purifica i es transforma E. coli. Es picaren coloniesi es
cresqueren cultius liquids en presencia d’ampicil-lina. Es purificaren els plasmidis i s’analitzaren
per electroforesi (Figura 16). Se seleccionaren les mostres 3i 5 ja que presentaven un retard
respecte al plasmidi control (Figura 16, carril C) i mostraren una major concentracié. Aquestes
mostres s’enviaren a seqlienciar per corroborar que les construccions eren correctes. Els

plasmidis s"anomenaren pGEM-ToMV-crtB-3’.

Figura 16. Analisi electroforetic de la construcciéo pGEM-ToMV-crtB-3’. M, marcador de pes
molecular d’1 kpb (Figura 6B); C, plasmidi control pGEM-ToMV-3’ sense la crtB; 1 a 11,

construccions pGEMT-Easy-ToMV-crtB-3’. Els plasmidis seleccionats estan remarcats en roig.

Arribata aquest punt, la regiéo modificada del genomadel ToMV s’havia de transferir al vector
pGToMV-Ara, amb el cloninfeccids del virus. Peraixo, es digeriren tantaquest plasmidi com el
plasmidiamb el fragmentdel genomadel TOMV manipulatamb els enzims de restriccié Ncol i
Sphl. Els productes de les digestions es visualitzaren perelectroforesi en gel d’agarosa (Figura
17) i s’eluiren els ADNs corresponents a la major part del vector pGToMV-Ara,
aproximadament 9000 pb, i a I’incert manipulat, de 2600 pb, confirmant que la digestié havia
tingut lloc correctament. Una vegada obtinguts els plasmidis (Figura 18A), per confirmar la
insercié esrealitzaunadigestid analitica (Figura 18B). Se seleccionaren els plasmidis 2i 3, que

mostraren una migracié electroforetica coherent amb la insercié i major concentracié, per
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assajar lainfectivitati produccié de carotenoides. A aquests plasmidis se’ls anomena pGToMV -

crtB.

Figura 17. Analisi electroforétic de la digestio amb Ncol i Sphl del plasmidi pGToMV-Ara i el
plasmidipGEM-ToMV-crtB-3’. M, marcador de pes molecular d’1 kpb (Figura 6B); 1, producte de la
digestio de ToMV-Ara; 2 i 3, plasmidis pGEM-ToMV-crtB-3’3 i 5 digerits. S’eluiren els fragments

enquadrats en roig.

Figura 18. (A) Anadlisi electroforétic de la construccio pGToMVACP-crtB-3’; C, plasmidi control
pGToMVACP-crtB; 1 a 4, construccions pGEM-ToMV-crtB-3’. (B) Analisi electroforétic de les
digestions analitiques dels plasmidis pGToMV-crtB amb Ncol i Sphl; C, digestio de pGToMVACP-

crtB; 1 a 4, digestio dels plasmidis pGToMV-crtB. Els cultius seleccionats estan remarcats en roig.
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4.5. Inoculacioé de les plantes.

Les plantesesvaninocularamb els dos clons virals recombinants obtinguts en aquest treball:
ToMVACP-crtB (plasmidi pGToMVACP-crtB), on la major part de la CP estava substituida per
crtB; i ToMV-crtB (plasmidi pGToMV-crtB), onaméss’haviainseritl’extrem 3’ del genoma del
TMV incloent el seu gen de la CP. A més a més, les plantes també s’inocularen amb el
pGToMV-Ara com a control, que permet I'expressid del clon infecciés del ToMV. A.
tumefaciens s’electroporaren amb els plasmidis i s’incubaren durant 4 dies. Se seleccionaren
tres colonies d’A. tumefaciens corresponents a cada plasmidi i es cresqueren en cultiu liquid.
Les plantes de N. benthamiana i tomaca s’agroinfiltraren amb cultius a densitat optica (DO)
0.5. Les plantes es cultivaren al fitotrd i esrealitza un seguiment durant 20 dies del progrés de
la infeccié viral. Es prengueren fotografies a diferents dies post inoculacio (dpi) (Figures 19i

20).




Les fulles de les plantes de N. benthamiana mostraren coloracié groga en les zones on s’havia
inoculat el clon viral a partir dels 12 dpi (Figura 19A). Amb el pas dels dies aquesta coloracié
s’incrementa en intensitat, causant una intensa infeccié local en la zona d’agroinoculacié

(Figura 19). Aquesta pigmentacié ens informa de que el virus és infectiu i que a més |I’enzim

heteroleg crtB s’expressa eficientment i indueix la produccié de carotenoides colorits.

Figura 20. Plantes de N. benthamiana agroinoculades amb ToMV-crtB als (A) 8dpii(B) 13

En canvi, el clon viral que conté el genoma del ToMV, la crtB i la 3’ del TMV fou capag de
causar una infeccié sistéemica en les plantes. El virus es va moure a través de la planta de
manera eficient, desplacant-se a altres fulles i causant una intensa coloracié groga. Els
simptomes aparegueren sobre el dia 8 postinoculacié (Figura 20A) i a mesura que avangaven
elsdies la pigmentacié era més forta (Figura 20B). L'aparicié d’aquesta coloracié groga indica

la acumulacio de carotenoides.

Els carotenoides formen part de diverses estructures de les plantes. S’encarreguen, entre
d’altres, de protegir-les contra la foto-oxidacio i d’actuar com a pigments accessoris (Bartley i

Scolnik, 1995). A banda, els carotenoides també estan presents en unagranvarietat d’animals,
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algues, fongs i bactéries. Concretament, els animals sén incapacos de sintetitzar-los i deuen
obtenir-los a través de la dieta. Els carotenoides exerceixen una important funcié biologica
degutalsseus efectes antioxidants, protegint el cos dels efectes nocius dels radicals Iliures. Per
tant, la seua suficient ingesta és fonamental, entre altres per ala produccid de vitamina A o

per ala proteccié front a malalties oculars degeneratives (Meléndez et al., 2004).

La crtB és un enzim clau de les reaccions de biosintesi dels diferents carotenoides
(Cunningham i Grantte, 1998). Encara que gracies a la coloracié groga es pot confirmar la
produccié de carotenoides en les plantesinfectades, nos’ha arribata determinar quin tipus de
carotenoides s’han produit. Toti aixi, laseuaacumulacié enteixit vegetal té | ’avantatge de que
permetlarapidavisualitzacié de lainfeccid viral. Aquest fet pot suposarun punt de partida per
a multiples estudis. A més, aquest virus recombinant o versions més elaborades es podria
utilitzar per a produir grans quantitats de carotenoides i pal-liar les deficiencies en aquelles

poblacions que ho requeriren o bé per al seu Us industrial.

Els sistemes de produccié de proteines recombinants en plantes sén una tecnologia amb un
enorme potencial. A banda de la produccié de metabolits, com és aquest cas dels
carotenoides, molts estudis estan centrant la seua atencidé en la produccié de proteines
biofarmaceutiques (Daniell et al.,, 2009). Degut a les reticéncies socials als organismes
transgenics, I’Us de vectors virals que no modifiquen el genoma de la planta ofereix un ampli
ventall d’oportunitats. S’ha demostrat que la utilitzacié de vectors amb promotors
subgenomics homolegsiheterolegs del TMV permet la co-expressid de diverses proteines (Roy
et al., 2011). Aqueststipus de vectorstenen un gran potencial per ala produccié d’alts nivells

de multiples proteines, fins i tot per ala produccié d’anticossos monoclonals.
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6. CONCLUSIONS

1. S’haconstruit amb éxitun cloninfeccids derivat del virus del mosaicde latomaca
(ToMV) que expressa el gen que codificalafitoé sintasa (crtB) de labactéria Pantoea
ananatis baix el control del promotorde la proteina de coberta (CP) viral, al temps que
s’encapsidaies mousistemicament per expressar una CP heterologa del virus del

mosaicdel tabac.

2. Aquestclonviral recombinantés capagd’infectar plantes de tabac, Nicotiana
benthamiana, produint unaintensa pigmentacié groga, tanten el teixitinoculatcom

enfullessuperiors noinoculades.

3. Elclonviralindueix|’activacio de laruta de biosintesi dels carotenoidesi és capac de

moure’s sistemicament perla planta.

4. Aquestclonviral,amb el qual es pot seguirvisualmentlainfeccié, facilitaralarecerca
de gensde resisténciacontrael virus. Amés, gracies a la seua capacitat de produir
grans quantitats de carotenoides, es podraemprarcom a ferramenta biotecnologica
pera produiren plantes aquests compostos d’interés farmacéutic, nutricional i

industrial.
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