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1. Resumen

Los virus que infectan plantas son agentes patdgenos que en general provocan graves
pérdidas en muchos cultivos agricolas. Sin embargo, algunos virus se pueden
domesticar y convertir en herramientas biotecnolégicas capaces de inducir la
produccién de compuestos de interés en plantas biofactoria, una actividad
denominada “molecular farming”. Investigaciones previas han mostrado que Ia
expresion de la fitoeno sintasa (crtB), una enzima clave en la ruta de biosintesis de los
carotenoides de la bacteria del suelo Pantoea ananatis, mediante vectores virales
derivados del virus del grabado del tabaco (TEV), el virus X de la patata (PVX) o el virus
del mosaico del tabaco (TMV) induce la acumulacién de carotenoides en el tejido
infectado hasta el punto que éste se vuelve amarillo. Mediante analisis cromatografico
se demostro que este color se debe, fundamentalmente, a una disminucién en el nivel
de acumulacién de las clorofilas y un aumento de carotenoides como la luteina y el
beta-caroteno, que son compuestos de gran interés desde el punto de vista nutricional
y farmacoldgico.

El objetivo de este proyecto ha sido analizar si la expresién de crtB de P. ananatis
mediante vectores virales derivados de dos aislados del virus del mosaico del nabo
(TuMV; género Potyvirus, familia Potyviridae) en tejidos foliares de plantas comestibles
también induce la acumulacién de carotenoides de interés nutricional. La razéon de
usar el TuUMV como vector es que tiene una gama de huéspedes muy amplia. Ademas,
se disponia de dos aislados diferentes del virus, UK1 y JPN1, que se caracterizan por
producir sintomas agresivos y suaves, respectivamente. En este contexto, se
inocularon plantas de Nicotiana benthamiana con clones de ambos aislados virales que
expresaban crtB. Se obtuvo una produccion visible de carotenoides con el TUMVJPN1-
crtB, mientras que con el TuUMVUK1-crtB la muerte de las plantas era demasiado
rapida. Por el contrario, en la inoculacién posterior de plantas comestibles con el
aislado TuMUK1-crtB se obtuvo pigmentacién amarilla en plantas como la rucula o la
espinaca, mientras que el aislado TuUMVJPN1-crtB demostré ser demasiado débil para
producir pigmentacién alguna.

Palabras clave: vectores virales, virus del mosaico del nabo, carotenoides, molecular
farming.



Abstract

Plant viruses are pathogenic agents able to produce important economic loss in many
crops. However, some can be domesticated to become biotechnological tools that can
induce the production of interesting compounds in biofactory plants. This activity is
named “molecular farming”. Previous research showed that the expression of
phytoene synthase (crtB), a key enzyme of carotenoid biosynthesis in the soil
bacterium Pantoea ananatis, in some viral vectors derived from tobacco etch virus
(TEV), potato virus X (PVX) or tobacco mosaic virus (TMV) induces the accumulation of
carotenoids in the infected tissues turning its color into yellow. Chromatographic
analysis demonstrated that this color is mainly due to a decrease in chlorophyll level
and an increase in carotenoids such as lutein and B-carotene, both compounds with
great nutritional and pharmacological interest.

The aim of this project has been to analyze if expression of P. ananatis crtB by means
of viral vectors derived from two different isolates of turnip mosaic virus (TuMV; genus
Potyvirus, family Potyviridae) in leaf tissues of edible plants also induces the
accumulation of nutritional carotenoids. The reason to use TuMV as a vector is the
broad host range. In addition, two different TuUMV isolates, UK1 and JPN1 that produce
aggressive and mild symptoms respectively, were available. In his context, Nicotiana
benthamiana plants were inoculated with clones of both viral isolates that expressed
crtB. While a visible carotenoid production was obtained with TuMVJPN1-crtB,
TuMVUK1-crtB quickly killed the plants. On the contrary, when edible plants were
inoculated with TuMVUK1-crtB, yellow pigmentation was obtained in plants such as
rocket salad or spinach. However, TUMVJPN1-crtB isolate showed to be too weak to
induce yellow pigmentation in these plants.

Key words: viral vectors, turnip mosaic virus, carotenoids, molecular pharming.



2. Introduccion

2.1. Prolegémeno historico

La obtencién de productos de valor nutricional provenientes de las plantas tiene su
origen en el mismo desarrollo de la especie humana. Los primeros hominidos
recolectaban fruta, hojas y frutos secos como alimento de forma analoga a como lo
hacen muchos animales. Con el desarrollo de un cerebro complejo, esta tarea se ha ido
modificando y ganando en complejidad. Uno de los pasos mds importantes en esta
evolucidn fue el desarrollo de la agricultura con el Unico objetivo de conseguir ese
alimento de forma mads rdpida y sencilla. De la mano de esta agricultura comienza la
modificacidon genética de plantas. Si bien de forma muy rudimentaria, los humanos han
modificado las especies cultivadas para su propio beneficio. De forma sencilla,
siguiendo criterios puramente productivos, organolépticos y de adaptacién a los
nuevos terrenos desde hace 10000 afos, los seres humanos han transformado
especies y variedades.

En la actualidad, con la implantacidon del método cientifico y el conocimiento de las
bases moleculares de las modificaciones vegetales, la tarea se ha facilitado. La
evolucion que se ha conseguido en maquinaria y conocimiento permiten una
agricultura extensiva y que por el momento es capaz de satisfacer las necesidades
nutricionales de todo el mundo, a pesar de que el reparto de ésta no sea equitativo.

Debido a esta pequefa victoria, los cientificos se han centrado en nuevos retos, la
sintesis de productos de alto valor anadido, que no tienen por qué tener tan solo
interés nutricional. Este desafio se denomina “molecular farming”, y consiste en la
produccién de cualquier metabolito de interés, en un organismo vivo o en una parte
derivada de él, modificando para ello (o creando) rutas metabdlicas en el mismo, de
forma ortogonal. Es decir tratando de interferir lo menos posible en las funciones
celulares vitales del sistema elegido.

En los primeros intentos de esta nueva pretensidon, se modificaron genéticamente
organismos sencillos, tales como bacterias y levaduras, y de hecho se siguen utilizando
pues presentan una serie de ventajas respecto a organismos eucariotas superiores. Por
ejemplo, Escherichia coli es la bacteria mas utilizada para produccién a escala industrial
gracias a su alta capacidad de divisidn y a su sencilla manipulacién genética. En cuanto
a las levaduras destacan Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris, ésta Ultima gracias
a que puede utilizar el metanol como fuente de carbono, algo que es practicamente
Unico en el reino de los hongos. Ademads, ambas especies se dividen bastante rapido,
tienen gran capacidad para la recombinacion homadloga, lo que facilita la modificacion
genética dirigida y son reconocidas como “GRAS” (seguras) por la FDA (Food and Drug
Administration) estadounidense.



Sin embargo, estos organismos, mas sencillos evolutivamente, presentan una serie de
problemas a veces insalvables a la hora de producir masivamente metabolitos para
consumo animal o humano (Merlin et al., 2014). Estos problemas pueden ser la
ausencia de patrones de glicosilacidn en el caso de bacterias, asi como la imposibilidad
de solubilizar ciertas proteinas, acumuldndose masivamente en forma de cuerpos de
inclusién y de forma que se impide la recoleccidn. En el caso de las levaduras a pesar
de que presentan sistemas de glicosilacion estos son sencillos y difieren bastante de
los vertebrados superiores y las plantas (Anyaogu et al., 2015). A pesar de que existen
otros sistemas, tales como los cultivos de células de mamiferos o el uso de células
animales infectadas por virus, el presente trabajo de fin de master se centra en el uso
de las plantas como biofactorias, con todas sus ventajas e inconvenientes.

2.2. Las plantas como biofactorias

En primer lugar, hay que destacar que las plantas han desarrollado una eficiencia
maxima en el proceso de fotosintesis. Este proceso, tiene su origen con las
cianobacterias, de origen acudtico. En el ambiente marino en que la fotosintesis se
desarrolld, el CO, y los fotones disponibles para realizar este proceso son mds escasos
qgue en tierra firme. De forma que, cuando las plantas colonizaron la tierra se
encontraron con un excedente de ambos y por tanto comenzaron a producir carbono
reducido de manera masiva, consiguiendo asi una enorme adaptabilidad y colonizando
toda la tierra (Thomas et al., 2001). Al tener asegurada su fuente de carbono, fueron
desarrollando en gran manera su metabolismo secundario, hasta hacerlo variadisimo y
extremadamente complejo. Por este hecho, se utilizan para la agricultura, porque el
ser humano usa ese carbono excedente para su propia nutriciéon. Y a su vez, estan
intrinsecamente favorecidas tanto por ese carbono como por esa riqueza metabdlica
para ser utilizadas como biofactorias practicamente de forma ilimitada. Ademas de
esta ventaja, que sin duda es su caracteristica mas destacada, muchas de las plantas
son comestibles, y por tanto bioseguras, y poseen patrones de glicosilacion muy
similares a los mamiferos.

El primer ejemplo de una planta como biofactoria, se desarrollé a finales del siglo XX
con la sintesis de anticuerpo humanos en plantas de tabaco (During, 1988), y a partir
de ahi existen numerosisimos ejemplos como la tripsina, primera proteina
recombinante con fines comerciales que fue producida en plantas de maiz (Hood et al.,
1997) o la primera ruta metabdlica completa introducida de forma exitosa en este caso
en tabaco (Poirier et al.,, 1992) para conseguir la sintesis de polihidroxialcanoato o
PHA.

Las plantas pueden ser ingenierizadas para producir de forma sostenible compuestos
de interés nutricional, industrial y farmacéutico. Sin embargo, al poseer un
metabolismo secundario tan rico, que por un lado es ventajoso, ya que multitud de
enzimas estan presentes, es también un desafio conseguir una regulaciéon precisa y
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ortogonal de las nuevas rutas creadas, sin provocar cambios negativos en el
metabolismo primario de las mismas. Para la produccion de moléculas de interés en
plantas existen dos posibilidades de modificacion: la transformacion estable con
Agrobacterium tumefaciens o por la técnica biolistica y la expresion transitoria, es
decir la expresién de una o varias proteinas un tiempo determinado, el necesario para
conseguir el metabolito de interés sin modificar el DNA nuclear de la especie vegetal.
Esto ultimo se consigue mediante el uso de la agroinfiltracién o vectores virales.

Respecto a la transformacién estable, consiste en utilizar el método de A. tumefaciens,
es decir utilizar la capacidad natural que tienen estas bacterias para introducir DNA en
el genoma vegetal, para lo que se sustituye en el plasmido Ti, parte del T-DNA por un
gen de interés (Fraley et al., 1983). Se consigue asi la integracidon del material exégeno
en el genoma vegetal y una vez sea transcrito y traducido se producira la proteina de
interés (figura 1). El método alternativo es utilizar la biolistica, es decir utilizar
microparticulas de oro o tungsteno recubiertas del DNA de interés con las que se
bombardea el tejido vegetal (Sanford et al., 1987). Con este ultimo método se puede
conseguir una transformacién estable tanto en el genoma nuclear como en el genoma
plastidial. En caso de integracion en el genoma plastidial, esto implica que los genes no
sean transmisibles por parte del parental masculino, ademas de que el gran numero de
plastos presentes en cada célula vegetal permite una produccidon mayor con respecto a
las transformaciones estables nucleares (Bock., 2014) y se evitan ademas los
fendmenos de silenciamiento génico (Venkatesh et al., 2012).

El inconveniente es que el numero de genes que se pueden introducir establemente

estd limitado por el tamafio de los vectores y en general la transformacién es mas
estable cuanto menor sea el nimero de genes introducidos.

Structural Gene  Plant Expression Vector Introduction Transgenic Plants

Pharmaceuticals Extraction & Purification Harvest Plantation

Figura 1: Esquema sencillo de los pasos necesarios para el uso de
una planta transgénica como biofactoria hasta obtener el producto
de interés. Fuente: www.nexgenbiotech.com.



Consecuentemente, la transformacion estable no parece una via demasiado acertada
para el desarrollo de la ingenieria metabdlica. Aunque la generacion de lineas
transgénicas estables, fue el comienzo de este nuevo campo de conocimiento
(Obembe et al., 2011).

El proceso de transformacion estable, ademas de la limitacidon en la transferencia de
genes, es complejo metodolégicamente. Ademds del propio protocolo de
transformacién, se necesitan métodos eficaces de seleccion de los tejidos
transformados e igual de importante, procesos eficaces de regeneracion de plantas a
partir del material transformado. Estos dos ultimos factores, son los principales
limitantes de estas técnicas ya que consumen gran cantidad de tiempo y recursos y en
muchas ocasiones no existen métodos puestos a punto para especies de interés
agrondémico (Motte et al., 2014).

Es por ello que nuevas aproximaciones en la ingenieria metabdlica de plantas estan en
desarrollo. El objetivo de las mismas es superar las limitaciones actuales tanto a nivel
metodoldgico, como a reducir el coste temporal de los protocolos, ademas de permitir
la transferencia de rutas metabdlicas completas mejorando los rendimientos. Estos
nuevos métodos también buscan reducir la complejidad de la extraccion y purificacidn
del producto, ya que este es un proceso clave que abarca la mayor parte del coste
total.

2.3. Transformacion genética transitoria

Para expresar transitoriamente un producto en plantas se puede utilizar la
agroinfiltracion con vectores basados en A. tumefaciens. Se introduce ésta en un tejido
donde el material movilizado sea capaz de actuar como una molécula
transcripcionalmente activa sin necesidad de ser integrada. La eficiencia del proceso
depende del 6rgano de la planta a utilizar y su estado ontogénico, siendo las hojas
jévenes el tejido mas idoneo. Una vez pasan 2-4 dias en los que hay un pico en la
expresion del transgén de interés, comienza un descenso debido a la degradacién de
las copias de DNA exdgeno (Lacroix y Citovsky, 2013). La agroinfiltracion se puede
realizar por inmersién (sumergiendo las plantas en una solucién con A. tumefaciens)
aungue la técnica mas utilizada es la inyeccion directa en tejido. Esta ultima se trata de
una técnica simple y barata, que no requiere de medios especializados, pero que no es
efectiva a la hora de infectar gran cantidad de plantas.

2.4. Expresion transitoria con vectores virales

Sin embargo, como eleccidén para el presente trabajo fin de master, se utilizaron los
vectores virales como alternativa a la transformacion estable tradicional. Los sistemas
virales vegetales, en su mayoria de RNA, permiten la expresidon heterdloga de varios
genes. Es por esta razén que son muy adecuados para el desarrollo de la ingenieria
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metabdlica en plantas, en la que ya no solo se trata de introducir un transgén, sino de
varios, o de modificar rutas metabdlicas completas con las que moldear el
comportamiento de las células vegetales. Con los vectores virales se consigue una
expresion transitoria, en la que los genes de interés no son integrados en el genoma
nuclear y la produccién del compuesto de interés esta restringida a un periodo corto
de tiempo (Obembe et al., 2011). Ademas, a diferencia de los casos anteriores, el
producto de interés se puede acumular en los espacios intersticiales, lo que facilita en
gran medida la extraccién posterior (Horn et al., 2004). Estos sistemas utilizan la gran
capacidad replicativa que poseen los virus vegetales para producir proteinas (y
metabolitos) en grandes cantidades (Rybicki, 2010). Sus principales ventajas son su
alto rendimiento y la posibilidad de usar vectores multigénicos. Sin embargo, estos
sistemas presentan una serie de inconvenientes generales de dificil solucidon, como son
la complejidad para el escalado y la necesidad de que el metabolito producido sea
procesado inmediatamente, ya que en ciertas ocasiones el almacenaje en grandes
cantidades en la planta de ciertos xenobidticos con los que esta no ha tenido nunca
contacto, pueden alterar su homeostasis y consecuentemente dafar sus tejidos.
Existen otra serie de inconvenientes que si presentan solucién, pero condicionan la
eleccidon de un tipo de vector viral u otro. Por ejemplo, uno de esos problemas es el
limite en el tamano del gen o genes que se puede introducir en un virus. Otro
problema, derivado de estos vectores es que aunque se pueden producir varias
proteinas simultdneamente, no se trata de un proceso ilimitado. Esto se debe, al
efecto denominado como exclusion viral, que explicado brevemente consiste en que
una célula ya infectada previamente con un vector viral, no puede ser infectada por un
nuevo clon similar. De forma, que para introducir una ruta metabdlica no se puede
usar como base una Unica especie viral, cada clon con una proteina diferente, lo que
limita en cierta forma la versatilidad del método. No se sabe el mecanismo molecular
gue hay detras de este fendmeno, y la Unica forma de saltar este control es utilizar
virus no competitivos, alejados filogenéticamente, con las diferentes construcciones de
forma simultanea.

Por ultimo, otro de los problemas que plantean los virus es la bioseguridad. A pesar de
que los virus vegetales son inocuos para el ser humano la posibilidad de que los virus
modificados infecten especies vegetales susceptibles cercanas filogenéticamente vy
geograficamente existe. Para evitar esta serie de problemas derivados de los vectores
virales se utilizan diferentes estrategias de modificacién del genoma viral (figura 2).



Estrategia 1: Fusion

5’ cap—— TMV POL 3P [ CPl—

Estrategia 2: Adicion

5 ep—| I

Estrategia 3: Substitucion

5> cap — TMY POL MP oy

Figura 2- Estrategias utilizadas para el uso de biofactorias vegetales dirigidas
por vectores virales.

La primera de las estrategias es la fusion. Es sencilla metodolégicamente y consiste en
introducir el gen de interés manteniendo el marco de lectura de una proteina viral,
normalmente la proteina de cubierta, ya que esta se produce en grandes cantidades al
final del ciclo de infeccion viral. Entre ambas, se suele anadir un péptido diana para
alguna proteasa y que asi se facilite el proceso de extraccién. Sin embargo, no es
Optimo unir nada a una proteina viral y con el paso de las generaciones el DNA
exdgeno se acaba perdiendo (Marillonnet et al., 2005). Se trata ademdas de un virus
completo y por tanto con capacidad infecciosa.

La segunda de las estrategias es la adicién, que consiste en introducir el transgén
como un nuevo transcrito, una proteina independiente dentro del virus manteniendo
el marco de lectura. De forma andloga al caso anterior, los virus no suelen toleran las
adiciones y tras un numero determinado de generaciones, en base al tamafio de la
adicién, el virus acabara librandose del exceso de genes. Esta es la estrategia utilizada
en la presente memoria.

Por ultimo, la estrategia de sustitucidn, es la mas compleja metodoldgicamente pero
también la mas segura (Marillonnet et al., 2005). Con ella se evitan los problemas de
eliminacion del transgén, los problemas de espacio en el genoma viral y aumenta la
bioseguridad (Li et al., 1995). Consiste en sustituir una proteina o parte del cistrdn viral
por el gen de interés (Bedoya et al., 2010). Se suele hacer normalmente con la proteina
de la cdpside o con la polimerasa necesaria para la transcripcion del virus. Se consigue
asi un vector desarmado, que no es infectivo. Para que el vector sea infeccioso es
necesario aportar a la planta en la que se introducird el vector, la o las proteinas
sustituidas en trans. La consecuencia de esto, es la necesidad de hacer plantas
transgénicas estables con los inconvenientes que todo ello acarrea.



2.5. Movilizacion de los vectores virales

Los virus vegetales utilizan en su mayoria vectores animales para transportarse y
heridas mecanicas en los tejidos para comenzar su infeccidon. Una vez en la planta, se
expanden primero célula a célula en el tejido de origen de la infeccion y luego utilizan
el sistema vascular para su transporte a toda la planta. Obviamente, la movilizacién de
los mismos cuando estan siendo utilizados como vectores virales es diferente y esta
asistido por el investigador.

Una forma artificial para infectar, es introducir los RNA virales desnudos (valido solo
para la estrategia de adicién o fusidn) en las células vegetales con abrasivos, como el
carburo de silicio y ese RNA por si mismo ya sera infectivo. Sin embargo, la forma por
excelencia para inocular los vectores virales es la agroinfiltracion. Utilizando A.
tumefaciens como lanzadera, se ingenieriza su T-DNA para que contenga al vector
viral, como una unidad transcripcional y sea la bacteria la que lo movilice (figura 3)
(Marillonnet et al., 2004).

——l TMV POL H MP H CP[—

Virus silvetre

LB RB
' Act2 |—] TMV FOL NP nag i

Figura 3- T-DNA conteniendo un vector viral derivado del virus del mosaico del tabaco (TMV) en el
que se ha sustituido la proteina de la capside (CP) por un gen de interés (GOI).

Sin embargo, esta idea no es tan rapida como introducir el RNA directamente, ni esta
optimizada. Esto se debe a que un virus de RNA en su infeccion natural, se queda
directamente en el citoplasma mientras que por la agroinfiltracidon pasa por una etapa
en el nucleo, algo nuevo que afecta negativamente al rendimiento de la infeccidn.
Cabe destacar en todo caso que, esta forma es la Unica de movilizar los vectores virales
desarmados sintetizados por el método de sustitucion (Marillonnet et al., 2004).

2.6. Virus del mosaico del nabo (TuMV)

El virus del mosaico del nabo (TuMV “turnip mosaic virus”) es un virus vegetal
perteneciente al género Potyvirus y a la familia Potyviridae, cuyos miembros se
caracterizan por su morfologia alargada, el moteado en forma de mosaico que
producen en sus huéspedes y la formacion de cuerpos de inclusién en los mismos
(Revers et al., 2015). Ademas, los potyvirus se transmiten de forma no persistente por
afidos (Hollings y Brunt, 1981).



El TuMV esta presente en todo el mundo. Sus huéspedes principales son las plantas de
la familia Brassicaceae, aunque puede infectar dicotileddneas de 39 familias distintas,
caracteristica que lo diferencia del resto de potyvirus, que en general tienen un rango
de huéspedes muy limitado. El primer registro que existe de una infeccion de TuMV,
es del aflo 1862, aunque no fue hasta los primeros afios de la década de 1920 en que
se caracterizaron los sintomas en diferentes especies de brassicas y se denominé al
causante como TuMV (Tompkins, 1939). Estos sintomas se basaban en un moteado
oscuro y en una necrosis en las flores que causaba una reduccion considerable en la
produccién de mostaza (Brassica spp.), col china (Brassica pekinensis) y nabo (Brassica
rapa) (LeBeau et al.,, 1945). Desde esa caracterizacién, brotes periddicos fueron
detectandose en todo el mundo (Provvidenti et al., 1979), en cultivos de interés
comercial, tanto en brassicas como en miembros de la familia Asteraceae, como la
lechuga y la endivia. En la actualidad se calcula que el 70% de todos los cultivos de
grupo de las cruciferas (Brassicaceae) cultivadas en China (Feng et al.,, 1990) estdn
infectadas por este virus. Es por tanto a nivel global, el segundo virus que infecta
mayor cantidad de hortalizas tan solo por detras del virus del mosaico del pepino
(Walsh et al., 1985). Es destacable ademds que no solo afecta a plantas comerciales,
también hay informes de infecciones a plantas de laboratorio (Ayotte et al., 1985), e
incluso se ha detectado la presencia del TuMV en bancos de germoplasma de
cruciferas presentes en los Estados Unidos.

2.7. Morfologia, composicion e idoneidad

Las particulas del TuMV tienen unas dimensiones de entre 650 y 760 nm de longitud y
un didmetro de entre 15-20 nm (Halliwell et al., 1978). Poseen forma de varilla larga,
una capsida flexuosa y su infectividad depende del perfecto mantenimiento de esta
forma. El material genético del TuMV es una molécula de RNA de cadena sencilla de
unas 10 kb, con polaridad positiva, unida en su extremo 5’ de forma covalente a una
proteina VPg (proteina viral unida al genoma) y en el extremo 3’ posee una cola de
poliadeninas (figura 4). El genoma, codifica una poliproteina que es procesada por tres
proteasas virales en 10 proteinas, todas ellas sintetizadas en cantidades equimolares.
Mediante un mecanismo de deslizamiento transcripcional también se produce P3N-
PIPO.

Aproximadamente el 5% del peso del virus es su material genético, y de este RNA el
50% de sus bases poseen cierto apareamiento. La proteina de la cdpside, posee 288
aminodcidos, es rica en acido glutdmico (E), y presenta un alto grado de similitud con
la proteina de la capside de otros potyvirus (Kong et al., 1990).
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Figura 4- Representacidon del RNA monocatenario tipico de los potyvirus que sintetiza una
poliproteina con diez productos génicos mas P3N-PIPO.

Los potyvirus son unos sistemas de expresion en plantas muy utiles por dos razones
principales. Debido a su ya mencionada forma y capsida flexuosa pueden incorporar
grandes cantidades extra de material genético sin perder infectividad (Kelloniemi et al.,
2008). Ademas, su estrategia de infeccidén consiste en la liberaciéon de diferentes
proteinas todas procedentes de una gran poliproteina viral procesada por diferentes
proteasas virales. Esto significa que, su material genético se traduce como una
poliproteina y luego es procesada. Por tanto, la insercidon en el genoma viral de una
secuencia heterdloga, correctamente separada por las secuencias dianas de esas
proteasas virales, permitira la produccion de esa proteina en cantidades equimolares
al genoma viral, lo que en definitiva asegura una gran produccion (Carrington et al.,
1993).

2.8. Movimiento e infectividad del TuMV

A nivel celular, la infeccién por el TuMV genera unas estructuras membranosas
cercanas o conectadas al reticulo endopldsmico (RE). Estas estructuras se cree, sirven
de lugar para el almacenaje de proteinas y lipidos involucrados en la replicacion del
RNA viral (RNAv) y estan derivadas del RE. Su formacién depende en gran medida de la
proteina viral 6K2, que se asocia a las membranas del mismo (Welsch et al., 2009; Wan
et al., 2015). Estas estructuras vesiculares, en las que se encuentra el RNA viral, asi
como varias proteinas relacionadas con la replicacién, procedentes tanto de la célula
huésped como del virus, es donde se produce la replicacién viral (Grangeon et al.,
2012). Ademas, estas vesiculas participan en el movimiento célula a célula del RNA
viral intra e intercelular (Grangeon y Jiang, 2013).

Gracias a que derivan del RE, pueden continuar por la ruta secretora utilizando el
citoesqueleto, concretamente los filamentos de miosina. Se ha observado ademas que
las particulas virales una vez ensambladas pasan por un estadio en la vacuola,
probablemente para unir la proteina HC-Pro, que entre otras funciones, tiene un papel
relevante en la transmisién planta-planta del virus por los afidos (Wan et al., 2015).
Finalmente, estas vesiculas con la ayuda de varias proteinas se asocian a los
plasmodesmos. Estas proteinas son sobre todo P3N-PIPO y Cl. Debido a que los
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potyvirus no tienen proteina de movimiento (MP), otras proteinas deben cumplir esta
importante funcién. HC-Pro y la proteina de cubierta aumentan el tamafo del
plasmodesmo y junto con P3N-PIPO, Cl y otras proteinas virales y de la célula huésped
permiten el movimiento de las particulas virales de célula a célula (figura 5)
(Vijayapalani et al., 2012).

TuMV
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cargo

Figura 5- Modelo propuesto del movimiento
intracelular del TuMV.

Se ha observado también que el TuUMV se mueve sistémicamente por los vasos del
xilema y el floema en complejos asociados a membranas, muy probablemente los
mismos que utiliza para su movimiento inter e intracelular (Wan y Cabanillas, 2015).

2.9. Carotenoides: que son y para qué sirven.

Debido a la idoneidad que ya se ha comentado de los potyvirus para incorporar
material genético, existen numerosos intentos exitosos de incorporacién de rutas
metabdlicas no nativas en células vegetales, utilizando para ello vectores virales
derivados de los mismos (Bedoya et al., 2010; Majer et al., 2017). El presente trabajo
fin de master surge de la introduccidon en células vegetales de una ruta metabdlica no
nativa, procedente de bacterias que consta de varios pasos para la produccion de
carotenoides con un vector derivado del virus del grabado del tabaco (TEV) (Majer et
al., 2017).

Los carotenoides, son un grupo de moléculas derivadas del isopreno, liposolubles y
gue en los organismos fotosintéticos actian en los procesos de transferencia de
energia. Los carotenoides poseen numerosos dobles enlaces conjugados, responsables
de absorber luz en la region visible y por tanto de que la mayoria de ellos posea
colores intensos (Emodi, 1978). Algunos carotenoides (sobre todo el B-caroteno) son
esenciales, ya que en animales son precursores del retinol o vitamina A. El retinol es
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imprescindible para la visién a baja intensidad de luz y se metaboliza en los bastones,
desencadenando una cascada de sefializacion que termina con la generacién de un
impulso nervioso a través del nervio 6ptico en direccién al cerebro. Es ademas,
componente esencial de la retina y una carencia del mismo puede generar ceguera
nocturna (a bajas intensidades luminicas), asi como ulceras en la cérnea y ceguera
total, si el déficit es continuado (Huet et al., 1997). La vitamina A, también posee un
importante papel en el mantenimiento de la salud de la piel ya que estimula la
produccién de coldgeno protector contra la radiacion ultravioleta (Varani et al., 2000).

La que parece la cualidad con mayor valor comercial de los carotenoides, es su
capacidad antioxidante (Edge et al.,, 1997). Existen numerosos estudios que
demuestran que compuestos como el fitoeno, el licopeno y en especial el B-caroteno
actuan como antioxidantes no enzimaticos de forma similar al acido ascdérbico o los
flavonoides. Se ha propuesto que los carotenoides tienen la capacidad de reaccionar
con grupos altamente energéticos como el ién superdxido (O,) inactivandolo, y
evitando el dafio oxidativo (Young et al., 2001). Es destacable, ademas, el gran numero
de estudios que demuestran que un alto nivel de B-caroteno en el plasma sanguineo
reduce en gran medida la probabilidad de contraer ciertos tipos de cdncer, como el
cancer de pulmodn y el de piel (Ziegler, 1989). Cabe destacar que el interés de estos
compuestos no es tan solo nutricional. Carotenoides complejos, como la astaxantina y
la cantaxantina, que no se producen en plantas de forma natural, tienen un uso muy
extendido en la industria quimica y farmacéutica (Higuera et al., 2006).

2.10. Carotenoides en las plantas

Todos los organismos fotosintéticos, asi como algunas bacterias no fotosintéticas y
ciertos hongos sintetizan carotenoides. Sin embargo, los animales no poseen esta
caracteristica y necesitan ingerir carotenoides o sus precursores en la dieta. En los
animales, los carotenoides son transportados por el plasma sanguineo unidos a la
proteina de unién a retinol (RBP) a todos los tejidos.

En las plantas los carotenoides C4 son sintetizados y almacenados en los plastidios.
Como todos los isoprenoides, los carotenoides derivan de la condensacion de
moléculas de isopentenil pirofosfato (IPP) con pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). En
los plastidios, estos compuestos a diferencia de los sintetizados en el citoplasma
provienen de la ruta del metileritrol 4-fosfato (MEP) y se usan para la sintesis de
carotenoides y otros compuestos fotosintéticos (figura 6). Sin embargo, los
precursores procedentes del citoplasma vienen de la ruta del mevalonato (MVA), y se
usan para sintetizar esteroles y no carotenoides, siendo por tanto dos rutas bien
diferenciadas. El compuesto del que derivan todos los carotenoides es el geranil-
geranil difosfato o GGPP, sintetizado por la GGPP sintasa a partir de la condensacién
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de tres IPP con un DMAPP. A partir de aqui, la enzima fitoeno sintasa (PSY) produce
fitoeno condensando dos moléculas de GGPP. El fitoeno es una molécula no coloreada
y hacen falta varias enzimas y reacciones de desaturacién e isomerizacidon para
transformar el fitoeno en licopeno, primer carotenoide coloreado y que produce el
caracteristico color rojo de los frutos de tomate. Finalmente, a partir de licopeno se
pueden generar B-caroteno y diferentes xantofilas derivadas por una ruta, o luteina
por una alternativa diferente (figura 6).

Gliceraldehido-3-losfato
Pirwaato __ (Giclo de Calvin)

_mep Plastido

HMBPP

PP (x 4) (.i_i) OMAPP (x 1)

@ . ®

(x2)

x Fitoeno (Incoloro)

PP 2reass

[M,V\JVJ‘.\/,«,%\N%, ‘

T 7
L<aroteno ™
tetra-cis-lkopeno
/
@D crecenvo tomensss
C-lhcopenn crlans o fidicopmn detese ol = s
BN :
.XM/\-J\/N.J T ” PN P NN | .,
8¢ R s @:
ocaroteno :
] @'@ Xantofilas ‘ ‘m

Liteing Zoaxareina
Violoanting |«

]
| Neaxantinag e

Figura 6 — Ruta de sintesis de los carotenoides en las
células vegetales dentro del plastidio.

Hasta ahora, la mayor parte de intentos de ingenieria metabdlica en plantas se han
centrado en potenciar y modificar componentes de la ruta endégena de sintesis de
carotenoides localizada en los plastidios, la derivada del metileritrol 4-fosfato.
Lamentablemente, la gran regulaciéon existente en una ruta compleja y de gran
importancia bioldgica, presente a varios niveles, ha hecho que sea extremadamente
complejo el mejorar la biosintesis de carotenoides.

Por este hecho, Majer et al. (2017) buscaron alternativas que mejoraran la sintesis de
carotenoides en plantas evitando la ruta plastidial. En este contexto la ingenieria
metabdlica mediante el uso de vectores virales demostrd ser una alternativa exitosa.
Utilizando un vector derivado del TEV se consiguid la sintesis de carotenoides a partir
de precursores citoplasmaticos (figura 7), ya que este virus no pasa por el cloroplasto
en su ciclo de infeccién.
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Figura 7- Ruta de sintesis de
carotenoides modificada a partir de
los precursores citoplasmaticos
gracias a un vector viral derivado del
TEV (Mayer et al., 2017).

A raiz de este trabajo, en el presente proyecto fin de master se ha intentado ir un paso
mas alld, buscando plantas de interés agrondmico en las que sintetizar carotenoides.
Se han utilizado vectores virales derivados del TuMV para expresar la enzima fitoeno
sintasa (crtB) de la bacteria del suelo Pantoea ananatis. Se eligid este virus dentro de
la familia Potyviridae porque a diferencia del resto de miembros tiene una amplisima
gama de huéspedes pertenecientes a varias familias vegetales diferentes. Ademas, se
utilizaron dos aislados diferentes del TuMV para construir los vectores, el TuUMV-JPN1y
el TuMV-UK1, mas suave y mas agresivo respectivamente con los que se pretendid
aumentar la versatilidad de los experimentos. El efecto de estos vectores virales sobre
la ruta de los carotenoides se ensayd en plantas con hojas verdes comestibles como la
espinaca, la lechuga y la rucula.
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3. Objetivos

1. Construccion de dos vectores virales derivados de dos aislados del TuMV, el
JPN1y el UK1, expresando la enzima fitoeno sintasa de Pantoea ananatis

2. Evaluacién de la infectividad de estos vectores en plantas modelo de Nicotiana
benthamiana.

3. Evaluacién de la infectividad de estos vectores en plantas de interés nutricional
susceptibles de ser infectadas por el virus.

4. Evaluacion a nivel cualitativo del nivel de carotenoides producido con los dos
vectores virales en las plantas infectadas.
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4. Materiales y métodos

4.1. Transformacion de bacterias por electroporacién

Se partié en primer lugar de dos plasmidos previamente construidos en el grupo de
investigacion que son el pGTuMV-JPN1 y el pBTuMV-UK1-Z con capacidad de
replicacion en E. coli y que contienen el cDNA de un aislado de TuMV-JPN1 (un virus
con sintomas mas suaves) y del TuMV-UK1 (un virus mas agresivo) respectivamente.
Con estos plasmidos y otros plasmidos intermedios construidos a lo largo del trabajo,
se electroporaron células competentes de E. coli DH5a. Se utilizaron entre 0.2 pla 1 pl
de cada plasmido en 40 ul de células competentes sobre un tubo Eppendorf de 1.5 ml.
Se traspaso todo el contenido a una cubeta de electroporacién de 0.1 cm enfriada
previamente en hielo y adecuadamente secada para evitar descargas eléctricas y se
electroporé a 1500 V durante 5 ms en un electroporador ECM399 (BTX). Rdpidamente,
se afiadié 1 ml de medio SOC (20 g/ triptona, 5 g/l extracto de levadura, 0.5 g/l NaCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, glucosa a 20 mM, pH 7.0), se recogieron las células con una
pipeta y se devolvieron al tubo Eppendorf original. Las células se incubaron a 37 °C en
agitaciéon (200 rpm) durante 1 h. Posteriormente, se plaguearon en dos placas Petri
distintas. Una de ellas con 10 pl del cultivo y la otra con aproximadamente 100 pl, tras
centrifugar las células 2 minutos a 13000 rpm y decantar la mayor parte del
sobrenadante. Se utilizé medio LB suplementado con los antibiéticos necesarios segln
el plasmido utilizado para crecer las bacterias en placas Petri durante 24 h a 37 °C.

Posteriormente, una vez construidos y purificados los diferentes pldasmidos finales, se
incorporaron estos en células de A. tumefaciens competentes mediante
electroporacién. En este caso el protocolo es muy similar, pero se utilizé 1 pl de
plasmido en 40 pl de células competentes sobre un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se
electroporé siguiendo el mismo protocolo descrito previamente, pero las células se
incubaron a 28 °C durante 2-3 h tras la electroporacidn. Después, se plaquearon 10 uly
el resto en dos placas de Petri distintas, con medio LB suplementado con tres
antibidticos, tetraciclina 7.5 pg/ml, rifampicina 50 pg/ml y kanamicina 50 pg/ml, y se
dejaron incubar 3 dias a 28 °C.

4.2. Picado de colonias y purificacidon de plasmidos

Se seleccionaron colonias aisladas de un tamano intermedio de las placas de Petri, que
se traspasaron mediante un palillo estéril a un tubo de ensayo con medio LB liquido,
junto con el antibidtico correspondiente y se incubaron en agitaciéon durante 24 h a
37°C. Posteriormente se traspasaron 2 ml de cultivo saturado de células a un tubo
Eppendorf, se centrifugaron durante 2 min a 13000 rpm y se descarto el sobrenadante.

17



La purificaciéon de plasmidos bacterianos se llevdo a cabo utilizando el kit Genejet
Plasmid Miniprep (Thermo Scientific). En primer lugar, se afiadieron 250 ul de solucion
de resuspension con RNasa A (0.4 mg/ml) mantenida a 4°C y se resuspendieron las
células utilizando el vortex. Seguidamente, se afiadieron 250 pl de solucidn de lisis y se
mezcld por inversién 5 veces. A continuacidon se afiadieron 350 pl de solucién de
neutralizacion, se mezclé exhaustivamente por inversion 5 veces, y se centrifugd
durante 5 min a 13000 rpm. A continuacion, se transfiriéd el sobrenadante (900 ul
aproximadamente), a una columna de gel de silice sobre un tubo Eppendorf de 2 ml, se
centrifugd durante 1 min a 13000 rpm y se descarto el filtrado. Posteriormente, se
procedié a anadir 500 pl de solucidn de lavado sobre la columna de gel de silice,
centrifugando durante 30 s a 13000 rpm y se descarté el filtrado. Se realiz6 un
segundo lavado con 500 pl de la misma solucién y después se centrifugd durante 1 min
para eliminar los restos de la solucion de lavado. Finalmente, se traspaso la columna a
un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se afiadieron 80-100 pl de tampdn de elucion, y se dejé
incubar la mezcla durante 2 min a temperatura ambiente. Para finalizar, se centrifugd
2 min a 13000 rpm para recoger el eluido y descartar la columna. El material genético
purificado se guardé en hielo y era inmediatamente cuantificado por
espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo Scientific).

4.3. Fosforilacion de secuencias de DNA en 5’

Se preparé una mezcla de reaccion de 20 pl totales con 1 pl de DNA, 2 ul de tampédn
PNK (50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0.1 mM espermidina, 0.1 mM
EDTA), 0.8 ul de ATP (10 mM), 0.4 pl de T4 polinucleétido kinasa (PNK) (4 U) y 15.8 pl
de H,0. La mezcla se incubd durante 30 min a 37°C.

4.4. Amplificacion de DNA mediante PCR

Las diferentes amplificaciones de DNA se realizaron mediante PCR utilizando la DNA
polimerasa Phusion de alta fidelidad de copia (tasa error 4.4x10”) (Thermo Scientific).
Para la realizacion de las PCRs se utilizaron siempre puntas con filtro y cabina de PCR,
gue previamente habia sido descontaminada con luz ultravioleta. La mezcla consistio
en 4 ul de tampdén HF (Thermo Scientific) (x5), 0.6 ul de DMSO, 0.4 pl de dNTPs (10
mM), 0.4 ul del cebador 1 (25 uM), 0.4 ul del cebador 2 (25 uM), 0.2 ul de DNA
polimerasa Phusion (2 U/ul), 1 ul de DNA molde y H,0 hasta 20 pl, para cada reaccion
individual, todo ello afiadido en hielo. Cada PCR se llevé a cabo en un termociclador
con el programa indicado en la tabla 1. La relacidon de cebadores y para que fueron
empleados se muestra en la tabla 2.
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Tabla 1- Programa del termociclador utilizado para las reacciones de PCR

Desnaturalizacidn inicial 30s 98°C
30 ciclos Desnaturalizacién 10s 98°C
30 ciclos Hibridacion 30s 55°C
30 ciclos Extension 15 s/ 1 kb de producto 72°C

Extension final 10 min 72°C

Tabla 2- Relacidn de cebadores utilizados durante el proyecto, con indicacidn de para que fueron

empleados.
02460 5- TGCTTTAATCGTTTTGTGTATGTTATGTTGAGTTTTTATATTTTT Amplificacién del plasmido
TCCTCTC-3 pG35Z
D2461 5’- TAACATACACAAAACGATTAAAGCAAAC-3’ Amplificacion del TuMV-UK1 del
D2462 5’- TCCTCACTACATGCGCTAAC-3’ plasmido p35Tunos
02463 5 - TTGGTGTTAGCGCATGTAGTGAGGATCGTCCTCGATTGCCTTA Amplificacién del plasmido
AC-3’ pG35Z
D2464 5’-TCTGCATCAAGCGTTTCACCTG-3’ Mutacion DAE para eliminar la
D2465 5’-GTTGACAGACGAGCAAAAGCAG-3’ transmisibilidad por &fidos
5’- TTTATCACCAGGCAGGAGAGATGAATAATCCGTCGTTACTCAA
D2466 TCATGC-3’ Amplificacién del crtB del
plasmido pACCRT-EIB
D2467 5’- TGGTAAACGCACACCTCAGCGAGCGGGCGCTGCCAGAG-3'
02468 5’- CCGCCGTCTCCTCATTTCTCCTGCCTGGTGATAAACACAAGCC
TC-3' Amplificacidn del fragmento LacZ
02469 5’- GGCGCGTCTCGGCTCGCTGAAGCTTGCGTTTACCACCAAGCA del pBSAE
GGTGAAACGCTTGATGCA-3’
02503 5’-TTTATCACCAGGCAGGAGAAATGAATAATCCGTCGTTACTCAA
TCATGCGGTC-3' Amplificacién del cDNA del crtB
D2504 5’- GGTAAACGCAAGCTTCAGCGAGCGGGCGCTGCCAGAG-3’
D2592 5'- GTCCCTTGCATCCTATCAAATG-3’ Retrotranscripcion de RNA a
cDNA de tejido infectado
D2593 5’- GCAGGTGAAACGCTTGATGCAG-3’ Amplificacion del cDNA del virus
D2594 5’ - CAACCCCTGAACGCCCAGTAAG-3’ TuMV-UK1
D2595 5’- GCAGGTGAGACGCTTGATGCCG-3’
Amplificacion del cDNA del virus
D2596 5’- TAACCCCTTAACGCCAAGTAAG- 3’ TuMV-JPN1




4.5. Electroforesis en gel de agarosa

Con el objetivo de analizar la integridad y el tamafio de los diferentes pldasmidos y DNA
amplificados se utilizé la electroforesis en gel de agarosa. Dependiendo de la cantidad
de muestras a analizar se utilizaron geles pequefios (8 x 6.5 x 0.5 cm) o geles grandes
(15 x 11 x 0.5 cm). Para realizar la electroforesis en los geles pequefios se vertieron 25
ml de agarosa (1%) fundida en tampdn de electroforesis, y se dejaron solidificar 15
min. Para la electroforesis en los geles grandes, se vertieron 75 ml de agarosa en los
correspondientes moldes dejandolos enfriar el mismo tiempo. Una vez solidificado el
gel, se retiraba el peine y éste se colocaba en su correspondiente cubeta de
electroforesis sumergido en tampdn TAE (40 mM Tris, 20 mM acetato de sodio, 1 mM
EDTA). A las muestras a analizar, se les afadié una cantidad proporcional de tampén
de carga (x10) (12.5 mg azul bromofenol, 12.5 mg xilencianol, 28.75 g 87% glicerol, 1
ml 0.5 M EDTA, pH 8.0) y H,O hasta 20 pl. Las muestras se cargaron en los
correspondientes pocillos y se corrid la electroforesis durante 75 min a 60 V para los
geles pequenos y durante 90 min a 75 V para los geles grandes.

Para visualizar los acidos nucleicos separados por electroforesis, los geles se tineron en
una cubeta de plastico con 200 ml de agua y 10 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml) y
se dejaron en agitacion (125 rpm) 15 min. Después, se realizaron tres lavados con agua
para eliminar en la medida de lo posible el bromuro de etidio, y se visualizaban los
acidos nucleicos tenidos en el transiluminador (Uvitec).

4.6. Manipulacion y ligaciéon de plasmidos

Durante el proceso de construccion de los plasmidos intermedios y finales, se
realizaron diferentes manipulaciones a nivel de secuencia de los mismos. Para llevar a
cabo ese trabajo se utilizd la ingenieria genética clasica basada en la tecnologia de
corte con enzimas de restriccion y empalme con DNA ligasa. Se digirieron los
diferentes plasmidos con distintas enzimas de restriccion. Estas digestiones, se
realizaron en tubos Eppendorf de 0.5 ml afiadiendo una cantidad variable de DNA a
digerir segln su concentracién (medida por espectrofotometria) junto con 1 pl (10 U)
de la enzima o enzimas de restriccion comercial correspondientes y 2 ul de tampédn de
digestion (x10) y H,0 hasta alcanzar un volumen de 20 pl. Finalmente, las digestiones
se incubaron a 37 °C durante 1 h.

También se realizd una reaccién de digestion parcial a 37 °C durante 1 h con el objetivo
de recoger alicuotas de la reaccién a diferentes tiempos. Se preparé para ello una
mezcla de reaccion con la mitad de la concentracion habitual de la enzima. Estas
alicuotas se recogieron a tiempos variables a los 4, 8 16, 32 y 64 min,
respectivamente. Los tubos Eppendorf en los que se recogieron las alicuotas contenian
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7 ul de EDTA (0.25 M), para detener la reaccidon de digestidon al secuestrar el magnesio
gue la enzima necesita para poder funcionar.

Para construir los plasmidos, también se realizaron diferentes reacciones de ligacion.
Estas reacciones fueron realizadas en tubos Eppendorf de 0.2 ml afadiendo las
cantidades adecuadas de DNA (con relaciéon molar de 1 molécula de plasmido por 3 de
inserto), 1 ul de la enzima DNA ligasa T4 (Thermo Scientific), 1 pul de tampdn DNA ligasa
T4 (x10) y H,0, en caso de ser necesaria, hasta alcanzar un volumen de 10 pl.
Finalmente, las ligaciones se incubaron a 22 °C durante 1 h.

Como método alternativo a la construccidon de plasmidos mediante una reaccién de
ligacidn, se utilizd el ensamblaje isotérmico de Gibson. Este ultimo consiste en el
ensamblaje de dos o mads fragmentos de DNA gracias a que poseen extremos idénticos.
Para realizar el ensamblaje se utilizé una mezcla de tres enzimas (exonucleasa, DNA
polimerasa y DNA ligasa) que actuan de forma secuencial. Se realizaron los
ensamblajes Gibson con el kit NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB). Se
afadieron los distintos fragmentos de DNA y un volumen de Gibson Assembly Master
Mix (2X) en un tubo Eppendorf de 0.2 ml. Las reacciones se incubaron a 50°C 1 h.

4.7. Elucién de acidos nucleicos de geles de agarosa

Para eluir DNA separado en gel de agarosa, se utilizd el kit de columnas Zymo
Research. En primer lugar, se cortaron las bandas (lo mds pequeiias posibles) del gel
con una cuchilla estéril y se depositaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. A
continuacion, se anadieron 3 volumenes de Agarose Dissolving Buffer (ADB) segun el
peso y se incubdé la muestra durante 5-10 min a 55 °C. Una vez disuelta la agarosa, la
mezcla se vertid en una columna de silice colocada sobre un tubo Eppendof de 2 ml.
Seguidamente, se centrifugd durante 30 s a 13000 rpm y se descartd el filtrado. A
continuacion, se realizaron dos lavados con 200 ul de Washing Buffer (WB),
centrifugando 1 min en cada ocasién y retirando el filtrado en ambos casos, para
eliminar completamente cualquier contaminante. Para finalizar, se traspasé la
columna a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, afladiendo 8 ul de Elution Buffer (EB)
(x1) y se incub6 la mezcla durante 1 min a temperatura ambiente, para finalmente ser
centrifugada a 13000 rpm 1 min y recoger el eluido.

4.8. Purificacion de acidos nucleicos de una solucién

De forma andloga al caso anterior para purificar acidos nucleicos de mezclas de
reaccidn, como digestiones, ligaciones y ensamblaje de Gibson, se utilizé el kit de
columnas Zymo Research. En este caso se afiadid a la soluciéon 100 pl de DNA Binding

Buffer (DBB), traspasando la mezcla a una columna de gel de silice sobre un tubo

21



Eppendorf de 2 ml. De nuevo, se centrifugd durante 30 s a 13000 rpm y descarto el
filtrado. Después, se realizaron dos lavados con 200 pl de WB, los cuales se
centrifugaron durante 30 s a 13000 rpm, y se eliminé el filtrado. En el caso de necesitar
la solucion purificada para electroporar, se realizaba un lavado adicional con 200 pl de
etanol al 80%. A continuacidn, se traspasé la columna a un nuevo tubo Eppendorf de
1.5 ml, se afladieron 8 ul de EB (x1) (en el caso de que la solucién purificada se utilizase
para electroporar, se utilizaba EB (x0.1)), se incubd durante 1 min a temperatura
ambiente y se centrifugd 1 min a 13000 rpm. Por ultimo, se recogié el eluido y se
congeld a -20°C o se dejo en hielo si iba a ser utilizado inmediatamente después.

4.9. Agroinoculacion de plantas

Una vez construidos los plasmidos finales, estos se introdujeron en células
competentes de A. tumefaciens por electroporacién como se ha explicado en el
apartado 1. Se crecieron en placa de LB con triple antibidtico y se seleccionaron
colonias aisladas de A. tumefaciens. Se picaron las mismas en 10 ml de medio LB
liquido con kanamicina (50 pg/ml). Los cultivos se incubaron a 28 °C en agitacion hasta
que se observd turbidez. A continuacion, se midié la densidad optica (DO) de los
cultivos con un espectrofotdmetro y se seleccionaron aquellos que presentaban una
DO a 600 nm de entre 0.5 y 1. Se transfirio un volumen de 500 pl de los cultivos
seleccionados a tubos Eppendorf de 1.5 ml que contenian 500 ul de glicerol 20%, para
conservarlos a -80 °C. A continuacion, se calculd la cantidad necesaria de cultivo que
habria que centrifugar para obtener una densidad dptica de 0.5 tras resuspender las
células. Una vez calculado se sedimentaron las mismas, traspasando la cantidad
adecuada de cada uno de los cultivos seleccionados a tubos Eppendorf de 2 ml y
centrifugando durante 2 min a 13000 rpm. Después, se retiréd la mayor parte del
sobrenadante y se resuspendieron las células en 1.8 ml de una disolucidon compuesta
por 10 mM MES-NaOH pH 5.6, 10 mM MgCl,. A cada una de estas preparaciones se le
afadieron 2.7 ul de acetosiringona a 150 pM. Posteriormente, los cultivos se
incubaron durante 2 h a 28 °Cy se procedié a infiltrar las plantas.

En el proceso se infiltraron las hojas por el envés apoyando una jeringa sin aguja
cargada con el cultivo de A. tumefaciens y presionando ligeramente con el dedo en el
haz, comprobando la entrada del cultivo en el apoplasto, lo que provoca un cambio de
color en la hoja (figura 8). Se inocularon plantas de N. benthamiana con cuatro
preparados virales de TuMV-JPN1, TuMVJPN1-crtB, TuMV-UK1 y TuMVUK1-crtB.En
cada planta se inocularon 3 hojas. También se dejé una maceta de plantas control sin
inocular.

22



Figura 8- Detalle de la agroinfiltracion en hojas de N.
benthamiana.

Fuente:biology.fullerton.edu/msacco/Research.html.

4.10. Infeccién mecdnica de plantas comestibles

A partir del tejido infectado de plantas agroinoculadas de N. benthamiana recogido
cuidadosamente y congelado a -80°C, se realizd la infeccién mecdnica de diferentes
especies comestibles con los vectores virales. Para ello, los tejidos fueron triturados en
tubos Eppendorf de 2 ml con una bolita de acero. Los tubos se congelaron en N,
liquido y fueron agitados durante 1 minuto a 30 s, Una vez el tejido estaba triturado,
y siempre en hielo para reducir la actividad enzimatica en los mismos, se afiadio 1 ml
de tampdn de inoculacién Tl (50 mM fosfato potasico, pH 8.0, 1% PVP-10, 1% PEG-
6000, 10 mM 2-mercaptoetanol) y se mezcld con vértex. Se preparé ademas, de forma
independiente un tubo con 1 ml de tampdn de inoculacién y 0.1 g de carburo de silicio
que actua como agente abrasivo para facilitar la entrada de los virus en el tejido foliar.

Para realizar la infeccién mecanica, se tomé la hoja de la planta a inocular, cogiéndola
suavemente por la punta y tras afiadir una gota de 5 pl de la mezcla de carburo de
silicio, con un bastoncillo, suavemente se extendié el preparado viral por la mitad de la
hoja hasta que ésta brill6 por el liquido. Dependiendo del tamafio de la planta y las
hojas, se infectaron entre 1 a 3 hojas. Las hojas centrales de tamafio medio son las mas
adecuadas para la infeccion ya que actian como drganos fuente, movilizando los
recursos hacia el resto de la planta y ayudando en el transporte viral.

4.11. Purificacion de RNA de plantas infectadas

Para extraer y purificar RNA a partir de tejido foliar infectado, en primer lugar, se
recolectd el tejido. A continuacion, se trituré 0.1 g del tejido recogido en un tubo
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Eppendorf de 2 ml, con 1 bolita de acero de forma analoga a como se ha descrito
anteriormente. Para ello, se congelaron los tubos con el tejido en N, liquido y se molio
con Tissuelyser durante 1 min a 30 s™. Una vez el tejido estuvo triturado, se afiadié a
cada tubo Eppendorf 1 ml de TEX (4 M tiocianato de guanidinio, 0.1 M acetato sddico
pH 5.5, 10 mM EDTA, 0.1 M B-mercaptoetanol), se mezclé con ayuda de vértex y se
centrifugd durante 5 min a 13000 rpm. Después, se recogieron 600 ul del
sobrenadante en un tubo nuevo, a los cuales se afiadieron 390 ul de etanol 96%. Se
mezcld todo con el vértex y se centrifugd 1 min a 13000 rpm. A continuacidn, se
transfirieron 700 pl de sobrenadante a una columna Zymo de gel de silice (Zymo-Spin |
columns, Zymo Research) posicionada sobre un tubo Eppendorf de 2 ml, se centrifugd
durante 1 min a 13000 rpm y se descarté el filtrado. Posteriormente, se procedid a
lavar la columna con 500 pl de TLA (70% etanol, 10 mM acetato sédico pH 5.5)
centrifugando 30 s y descartando el filtrado. Se realizé un segundo lavado, con otros
500 pl de TLA pero centrifugando 1 min y transfiriendo después la columna de gel de
silice cuidadosamente a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Por ultimo, se eluyé el RNA con
10 pl de tampén TEL (20 mM Tris-HCI en H,0, pH 8.5), se incubd 1 min a temperatura
ambiente, se centrifugd durante 2 min a 13000 rpm, se descartd la columna y se
guardd el RNA a -20°C

4.12. Retrotranscripcion (RT) de RNA y amplificacion de cDNA por PCR

Se realizd la transcripcion inversa (RT) del RNA a cDNA y posteriormente se llevd a
cabo la amplificacion de este cDNA mediante PCR para observar el estado de la
infeccion en las plantas agroinoculadas e inoculadas mecanicamente. Tanto Ia
preparacién de las RT como de las PCR se realizaron en la cabina de PCR y utilizando
puntas de filtro. En primer lugar, se anadieron 5.5 pl del RNA purificado y 1 ul del
cebador D2592 (tabla 2) (5 uM) en tubos Eppendorf de 0.2 ml. Para la reaccién control,
se afadieron 5.5 pl de agua en lugar de RNA y 1 ul de cebador. Después, las
preparaciones se incubaron en un termociclador durante 1.5 min a 98 °C para eliminar
posibles estructuras secundarias del RNA. En el momento en que la temperatura del
termociclador bajo hasta los 42 °C, se pausdé el programa y se afadié a cada
preparacion: 3.5 pl de una mezcla que contenia: 2 pl de tampdn RT (x5) (250 mM Tris-
HCI, pH 8.3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT), 1 ul de dNTPs 10 mM, 0.25 ul de
inhibidor de RNasas (40 U/ul) y 0.25 pl de M-MuLV RT, la retrotranscriptasa (200 U/pl),
todo ello mantenido en hielo. A continuacién, se reanudd el programa y se incubaron
las reacciones durante 45 min a 42 °C posteriormente, 10 min a 50 °C, 5 min a 60 °Cy,
por ultimo, 15 min a 70 °C para inactivar la enzima.

Seguidamente, una vez se obtuvo el cDNA, se realizaron las reacciones de
amplificacién de este cDNA con la polimerasa de Thermus thermophilus HB27 (Tth) en
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tubos Eppendorf de 0.2 ml. Para ello, se prepard una mezcla de reaccion de: 2 pl
tampon Tth (x10), 0.4 pl de dNTPs (10 mM), 0.8 ul del cebador 1 (25 uM), 0.8 ul del
cebador 2 (25 uM), 0.2 pl de Tth DNA polimerasa (5 U/ul; Biotools), 1 ul de molde de la
reaccidon RT y H,0 hasta alcanzar un volumen final de 20 pl. Los cebadores diferian en
el caso de amplificar un aislado viral u otro. Para el caso del TuMV-UK1 se utilizaron los
cebadores D2593 y D2594 y para el TuMV-JPN1 los D2595 y D2596. Para la reaccién
control se afadieron las mismas cantidades de reactivos sin molde de cDNA. A
continuacion, se incubaron las reacciones en un termociclador siguiendo el siguiente
programa: una desnaturalizacién inicial de 2 min a 94 °C seguida de 30 ciclos de 40 s a
94 °C,30sa55°Cy1mina 72 °C, finalizando con 10 min a 72°C.

4.13. Cuidados de las plantas en el invernadero

Las plantas utilizadas para los experimentos se cultivaron en el invernadero del IBMCP
en condiciones controladas de temperatura (25 °C) y en ciclo de dia medio (12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad). Se realizaron semilleros de varias especies y se
trasplantaban a macetas de mayor tamaifo conforme crecian. Cuando alcanzaron el
tamafio 6ptimo eran inoculadas mecanicamente.

4.14. Secuenciacion DNA y analisis computacional de las secuencias

Los pldasmidos construidos se secuenciaron para comprobar la ausencia de mutaciones.
Para ello se recurrié al servicio de secuenciacion del IBMCP. Las muestras a secuenciar
se proporcionaron en alicuotas de 5 pl indicando la concentracién de los plasmidos,
junto con el correspondiente cebador de secuenciacidon a 5 uM. Para el analisis de las
secuencias se utilizaron los recursos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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5. Resultados y discusion

La primera tarea de este proyecto consistidé en construir clones infecciosos del TuMV
que expresaran la fitoeno sintasa (crtB) de la bacteria del suelo Pantoea ananatis. La
estrategia que se siguié fue la de adicion. Es decir, sobre la propia secuencia completa
del virus, se afadié la secuencia codificante de la enzima. Para ello se partié de tres
pladsmidos, el pBSAE, un plasmido derivado del pBluescript Il KS+ (cédigo GenBank
X52327.1), el pGTuMV-JPN1 (Lépez-Gonzdlez et al., 2017) y el p35Tunos (Sanchez et
al., 1998) con capacidad de replicacién en E. coli. Estos dos ultimos contienen el cDNA
de la variante de secuencia TuMV-JPN1 (un virus que induce sintomas suaves) (Jenner
y Walsh, 1996) y TuMV-UK1 (que induce sintomas mas agresivos) (Ohshima et al.,
2003), respectivamente.

5.1 Construccion del vector viral TuMV-JPN1-crtB

La construccién del vector viral para el caso del TuUMVJPN1-crtB fue mas sencilla que en
el caso del TuUMVUK1-crtB, debido a que se tomé como base el plasmido pBTuMV-
JPN1-Z (derivado del pBSAE) que tiene clonado el péptido a de la B-galactosidasa
(LacZ) de E. coli, de tal forma que se puede sustituir por un fragmento cualquier de
DNA si se amplifica con los cebadores adecuados. El fragmento de DNA que se
introdujo en la secuencia fue el cDNA del crtB de P. ananatis. La secuencia del crtB se
amplificé a partir del plasmido pACCRT-EIB por PCR con los cebadores D2466 y D2467.
El DNA amplificado se utilizd para hacer un ensamblado de Gibson con el vector
pBTuMV-JPN1-Z previamente digerido con la enzima Bsal, que corta a ambos lados del
LacZ facilitando el clonaje (figura 9).
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Figura 9- Gel de electroforesis en cuyos carriles 3 y 4 estd los productos
de PCR con el fragmento crtB amplificado. Carril 6 vector pBTUMV-JPN1-
Z digerido con Bsal. Carril 1, control de PCR. Carril M, marcador de
pesos moleculares (ver tamarios a la derecha).
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Gracias al disefio de los cebadores, la secuencia de crtB amplificada, coincide en sus
extremos 5’ y 3’ con las secuencias que flanquean al LacZ, de forma que lo sustituye en
el plasmido. Al realizar el ensamblaje de Gibson, el LacZ del plasmido se eliminé y por
tanto, se seleccionaron en placa con X-gal las colonias blancas, en las que el lacZ no se
ha reconstruido y que son los posibles clones recombinantes. Se purific6 DNA
plasmidico, para confirmar a continuacién en un gel de agarosa si el tamafo
correspondia a la nueva construccion. Se hizo una doble digestién con las enzimas de
restriccion Pstl y Ndel del plasmido construido pBTuMVJPN1-crtB y del plasmido final
de destino, el pGTuMV-JPN1 (figura 10).

Figura 10. Gel de electroforesis con la doble digestion Pstl y Ndel del
pBTuMVJPN1-crtB en el carril 2 y en el carril 4 del pGTuMV-JPN1
final. Carril M, marcador de pesos moleculares (ver tamafios a la
derecha).

Con esta doble digestién se tomd por un lado el vector pGTuMV-JPN1 abierto y el
fragmento del plasmido intermedio pBTuMVJPN1-crtB (3500 pb aproximadamente),
que se habia modificado. Se separaron ambos fragmentos en un gel de agarosa y
fueron ligados con T4 DNA ligasa. Tras la ligacién, se transformaron células
competentes de E. coli DH5a y se purificd el DNA plasmidico, obteniendo el plasmido
final pGTUMVIJPN1-crtB. Para comprobar la correcta insercidon del crtB, se realizd un
gel comparando el tamafiio respecto a un plasmido pGTuMVIJPN1-GFP (figura 11), que
contiene la proteina fluorescente verde (GFP), un inserto de tamafio ligeramente
menor y que tendra una mayor movilidad en un gel de agarosa. Con los clones
seleccionados numero 1y 4, se transformd A. tumefaciens, para agroinfiltrar plantas
de N. benthamiana, y comprobar la infectividad del vector viral construido.
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Figura 11- Gel de electroforesis con el DNA plasmidico purificado de los
pGTuMVIJPN1-crtB. Carril C, control pGTUMVJPN1-GFP. Carril M, marcador de
pesos moleculares (ver tamafios a la derecha).

5.2 Construccion del vector viral TuUMVUK1-crtB

La construccién del vector viral derivado del TuMV-UK1 fue mds costosa. El primer
objetivo fue obtener la secuencia del virus TuMV-UK1 del vector p35Tunos (Sanchez et
al., 1998). El plasmido de destino para el clon infeccioso fue el pG35Z. Se amplifico por
PCR con los cebadores D2461 y D2462 el cDNA completo de TuMV-UK1. De forma
paralela con los cebadores D2460 y D2463 se amplificé el vector en el que se
introducira el fragmento, el pG35Z (figura 12).

M12 3 4 5 6 7

Figura 12- Gel de electroforesis de la PCR del pG35Z, carriles 3y 4 y del
p35Tunos carriles 6 y 7. Carril 1, DNA perteneciente a otro experimento.
Carril M, marcador de pesos moleculares (ver tamafios a la derecha).
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El fragmento del vector de destino pG35Z, de unas 3.5 kb amplificado por PCR, se
digirié con la endonucleasa Dpnl que reconoce y corta DNA metilado para evitar que
cualquier resto del molde no sintetizado en la PCR esté presente. A continuacidn, se
unieron los fragmentos utilizando la reaccién de ensamblaje Gibson. Con la
preparacion, se electropord células competentes de E. coli DH5a y se selecciond el
pldsmido pGTuMV-UK1.

Seguidamente, al tener que realizar diferentes modificaciones a nivel de secuencia en
el extremo 3’ del clon infeccioso, se subclond un fragmento del cDNA viral de 2233 pb,
perteneciente a la frontera entre la Nlb y la CP (proteina de cubierta), en un vector
pBSAE. Este fragmento se tomd del p35Tunos inicial. Para ello, se digirié con las
enzimas de restricciéon Sacl y Apal. Con el fragmento digerido, y utilizando los
cebadores D2464 y D2465, se realizé una PCR para mutar el sitio de transmisién por
afidos del virus.

Esta mutacion, denominada DAE, consistié en el cambio puntual del aminodacido glicina
(G) por un acido glutamico (E) debido a la sustitucion de los 2 nucleétidos finales del
coddn original GGU a GAG. La mutacién se consigue gracias a un cebador que no
aparea completamente. La mutacion modifica un residuo clave para la unidn del virién,
por la CP, al estilete del afido vector (Dombrosky et al., 2005). Con esta mutacién se
aumenta la bioseguridad del vector, evitando que, aunque algun afido se alimente de
las plantas infectadas pueda pasar el virus modificado a otros posibles huéspedes. A
continuacion, una vez hecha la PCR, el fragmento modificado se purificd, y se
fosforilaron sus extremos para ser sustrato de la T4 DNA ligasa. Finalmente, el
fragmento se ligd al plasmido pBSAE abierto con Sacl y Apal.

Seguidamente, en el pBTuMV-UK1-DAE resultante, se introdujo la secuencia del Lacz,
junto con un sitio de procesamiento artificial para NlaPro y un polilinker con dos sitios
Bsal separados por la secuencia del propio LacZ. Para ello se amplific6 por PCR
utilizando los cebadores D2468 y D2469 el fragmento LacZ, a partir del pldsmido
pBTuMV-JPN1-Z. Los cebadores, ademas, fueron disefiados con un sitio Esp3l. Con esa
misma enzima, se digirio el plasmido pBTuMVUK1-DAE. La enzima corta en la frontera
entre la Nlb y la CP, y sera alli donde se afiada el nuevo fragmento con el LacZ durante
la ligacidn con T4 DNA ligasa. Una vez hecha la misma, se obtuvo el pBTuMVUK1-DAE-
Z
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El siguiente paso en la construccion del vector viral fue la sustitucion del fragmento
conteniendo al LacZ por el fragmento con la fitoeno sintasa, crtB de P. ananatis. Para
ello se amplificdé por PCR el fragmento crtB, procedente del pBTUuMVJPN1-crtB con los
cebadores D2503 y D2504. De forma paralela, el vector pBTUMVUK1-DAE-Z se digirid
con la enzima de restriccion Esp3l. Una vez abierto el pldasmido alrededor del LacZ se
sustituyd el fragmento por el del crtB mediante el ensamblaje Gibson. La mezcla
obtenida se utilizé para electroporar E. coli DH5a. Se purificd el DNA plasmidico de
varios clones y se analizé electroforéticamente (figura 13).

M C 1 2 3 4 5 6

Figura 13- Gel de electroforesis con el DNA plasmidico purificado
del pBTUMVUK1DAE-crtB (carriles 1 a 6). El control en el carril C es
pBTuMVUK1-Z. Carril M, marcador de pesos moleculares (ver
tamafios a la derecha).

A continuacidn, se realizé una doble digestién con las enzimas Apal y Mlul del plasmido
pBTUMVUK1DAE-crtB y el pGTuMV-UK1 para reconstruir el clon viral con todas sus
modificaciones. Como existia un sitio Mlul en la secuencia de crtB, se realizd una
digestion parcial con esta enzima (figura 14 a). Se purificaron las bandas del gel de
electroforesis correspondientes a los 4, 8 y 16 min de aproximadamente 2500 pb. Este
fragmento y el vector pGTuMV-UK1 abierto se ligaron con T4 DNA ligasa. El producto
de la ligacién se usdé para electroporar células competentes de E. coli DH5a. A
continuacion, se purificé y analizé el DNA plasmidico (figura 14 b). Con el plasmido
pPGTuUuMVUKIDAE-crtB de los clones 1 y 4 se electropord células competentes de A.
tumefaciens, como paso previo a la agroinoculacion de plantas con los vectores virales
ya finales (figura 15).
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Figura 14- (a) Gel de agarosa de la digestion parcial Mlul del pBTuMVUK1DAE-crtB para tomar la banda
del crtB de los carriles 2, 3 y 4. (b) Gel electroforético del DNA plasmidico purificado del vector final
pGTuUuMVUK1DAE-crtB. El carril 1, 3, 4 y 6 son correctos. El carril 7 pertenece al control, el plasmido final
pGTuMVJPN1-crtB. Carril M, marcador de pesos moleculares (ver tamafios a la derecha).
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Figura 15- Representacidon del genoma viral, tanto de TuUMVJPN1-crtB como de TuMVUK1-crtB, tras las
diversas modificaciones llevadas a cabo. Se incluyeron dos sitios de procesamiento de crtB por NlaPro
para que las proteasas virales la corten a partir de la poliproteina viral.

5.3 Infeccion de plantas de Nicotiana benthamiana

Una vez se construyeron los vectores virales, la parte central del trabajo consistié en
comprobar si estos inducian la sintesis de carotenoides en diversas plantas de interés
agronomico susceptibles a la infeccion por TuMV. En primer lugar, para probar la
capacidad de infeccién de las construcciones, se agroinfiltr6 plantas de N.
benthamiana con los vectores construidos. Los vectores virales, vehicularizados gracias
a A. tumefaciens, fueron inyectados por agroinfiltracion. Para los cuatro clones
infecciosos en estudio (TuMV-JPN1, TuMVIJPN1-crtB, TuMV-UK1, TuMVUK1-crtB) se
inocularon 6 plantas por clon, asi como una maceta control con 3 plantas sin inocular.

A partir del analisis visual de las plantas inoculadas con cada aislado viral se observd
gue todos los clones TuMV-JPN1, TuMVJPN1-crtB, TuMV-UK1 y TuMVUK1-crtB son
infecciosos. Los resultados, ademas, mostraron que el aislado UK1 era mds agresivo
que el JPN1, tal y como se preveia (figuras 16, 17 y 18). Sin embargo, la visualizacién de
focos de infeccién amarillos, presumiblemente producidos por un aumento de sintesis
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de carotenoides en el tejido foliar no fue muy clara. En el caso del TuMV-UK1 y
TuMVUK1-crtB, los resultados parecen indicar que el virus es demasiado agresivo para
gue en las plantas de N. benthamiana se produzcan carotenoides, ya que tanto con la
fitoeno sintasa como sin ella el virus produce una sintomatologia general similar (figura
16). A partir de los 6 dias post infeccién (dpi), la clorosis, necrosis de ciertas partes de
la planta y el marchitamiento es comun a ambos aislados sin que la activacién de la
sintesis de carotenoides sea apreciable. Sin embargo, este virus mas agresivo no se
descartd, pues podria presentar una mayor eficacia al infectar el resto de especies de

plantas de interés en este estudio.

Figura 16- Plantas de N. benthamiana a los 7 dpi infectadas por el TuMV-UK1 (izquierda) y TuMVUK1-
crtB (derecha). En ambos casos no se observa pigmentacién amarilla, sino un declive muy precoz de la
planta con marchitamiento y focos de infeccidn incoloros propios del virus sin modificar.

En las plantas de N. benthamiana inoculadas con los vectores TuMV-JPN1 vy
TuMVIJPN1-crtB, por el contrario, si que se observd una clara diferencia en sus
sintomas al comienzo de la infeccidn. A partir del séptimo dia, el 80% de las plantas
inoculadas con el clon infeccioso con el crtB mostraron focos de infeccidon de color
amarillo (Figura 17). Se trata de una coloracién amarilla alrededor de los vasos del
tejido foliar, sefial de que la sintesis de carotenoides estd teniendo lugar, ya que se
superpone al color verde habitual de la clorofila. En el caso de las plantas con los
clones de TuMV-JPN1 sin el crtB, esta coloracidn no se observa en ningun caso. A partir
de los 25 dpi, sin embargo, en ambas plantas las nuevas hojas que comenzaron a
crecer parecian libres de virus y éste no fue capaz de inducir la sintesis de carotenoides

en las hojas mas distales.
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Figura 17- Plantas de N. benthamiana a los 7 dpi infectadas por el TUMV-JPN1 (izquierda) y TUMVJPN1-
crtB (derecha). En el segundo caso se aprecia el color amarillo de algunas hojas.

Figura 18- Detalle de las hojas de N. benthamiana a los 7 dpi de una planta control e infectadas con
TuMV-UK1, TuMVUK1-crtB, TuMV-JPN1y TuMVIJPN1-crtB, respectivamente.

Es destacable que las plantas control se mantuvieron en perfecto estado durante todo
ese tiempo, mostrando ademas un crecimiento superior respecto a las plantas
infectadas, hasta el final del experimento (figura 19).
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Figura 19- Planta control de N. benthamiana de la
misma edad que las infectadas.

N. benthamiana es la planta modelo por excelencia en estudios de virologia de plantas.
Esta especie tiene dos genes que codifican RNA polimerasas dependientes de RNA
(RdRP), y uno de estos genes posee una insercion de 72 nucledtidos, que limita mucho
su actividad. Esta enzima es inducible por infecciones virales y limita la acumulacién de
los viriones. La deficiencia de actividad de la RdRP hace que N. benthamiana sea
hipersusceptible a las infecciones por virus vegetales de RNA (Yang et al., 2004). Por
este motivo fue la planta elegida para analizar la infectividad de los vectores
construidos. Ademds de observar o no infeccion, los tiempos a los que esta se
manifiesta son muy importantes para evaluar la agresividad del virus y su interaccién
con la planta, ya que el objetivo es que la produccién de carotenoides sea abundante y
rapida, antes de que las plantas presenten sintomas graves de infeccién. Por ello se
evaluaron dos tipos de aislados de TuMV, el JPN1, un aislado menos agresivo y el UK1,
mas agresivo, que produce sintomas con mayor presteza. Esta diversificacion es muy
importante, porque las plantas en las que se quiere llevar a cabo la produccién de
carotenoides pertenecen a una familia diferente a N. benthamiana, no son plantas
modelo y no se tienen indicios de como responderan ante el virus. La observacidn
directa de las plantas de N. benthamiana sugiere que cuando se agroinfiltré con los
aislados TuMV-JPN1 y TuMVIJPN1-crtB el movimiento del virus fue muy similar al
ocurrido con el TEV-Ros1 en la infeccidn de Nicotiana tabacum (Bedoya et al., 2012). El
clon de TUMVIJPN1-crtB, en su movimiento sistémico se saltaba la hoja superior a la
agroinfiltrada, colonizaba después casi la totalidad de la tercera y cuarta hoja por
encima de la inoculada y tan solo aparecian focos de infeccion de color amarillo y
tamafio reducido en las hojas mas distales (Heinlein, 2015). Como se ha comentado
previamente, las nuevas hojas que crecieron a partir de los 25 dpi aparentemente
estaban libres de virus. Esta observacidon es coherente con que en los primeros dias de
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infeccion se produce una replicaciéon y movimiento muy intenso del virus que va
decayendo a la vez que las defensas antivirales de la planta se activan. No se puede
descartar, de todos modos, la presencia minima de particulas de TuMVJPN1-crtB en
tejidos no coloreados, bien porque no estan expresando la proteina o por ser
insuficientes para producir coloracién. Por ultimo, en ambos casos, el TUMV-JPN1 y
TuMVIJPN1-crtB producen un arrugamiento de las hojas, distinguible del tejido foliar
control (figura 18) y a su vez mas débil que el producido por TuMV-UK1 y TuMVUK1-
crtB.

Por el contrario, indiferentemente fuera el TuMV-UK1 o TuMVUK1-crtB, el virus fue
demasiado agresivo para producir coloracién o crecimiento de nuevas hojas ya que a
los 6 dpi practicamente habia necrotizado todo el tejido foliar de las plantas
inoculadas, evitando cualquier defensa por parte de éstas. Queda por comparar la
interaccion de estos dos aislados virales en plantas comestibles susceptibles a la
infeccion por TuMV, con el comportamiento observado en las plantas de N.
benthamiana.

5.4 Confirmacion de la infeccion por RT-PCR

A pesar de que el analisis visual fue bastante claro, se realizé un diagndstico molecular
para confirmar que el virus es el causante de la coloracién amarilla en el tejido foliar de
N. benthamiana. Para ello, se hizo una retrotranscripcion de RNA y una amplificacién
de cDNA por PCR a partir de RNA procedente del tejido foliar de las plantas inoculadas
y de las plantas control. El cebador utilizado para producir el cDNA fue el D2592. Este
cDNA se amplificé por PCR de forma especifica. Para las plantas infectadas por clones
UK1 se utilizaron los cebadores D2593 y D2594, mientras que para las plantas
infectadas por JPN1 se utilizaron los cebadores D2595 y D2596. Estos cebadores
amplifican dos fragmentos virales del mismo tamafio, 837 pb del cistrén CP, situado en
el extremo 3’ del genoma viral.

El diagndstico molecular confirmd en los tejidos recolectados la presencia de RNA
viral, tanto del TuMV-UK1 como de TuMV-JPN1, de forma que la sospecha de que la
infeccidn y coloracién de las plantas se debia al aislado viral se fortalecid (figura 20).
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Figura 20- Gel de electroforesis tras la RT-PCR a partir de RNA de plantas de N.
benthamiana infectadas por TuMV-UK1, TuMVUK1-crtB, TuMV-JPN1,
TuMVJPN1-crtB y control respectivamente (carriles 1 a 4 y C). En el tejido control
aparecen algunas bandas de amplifiacién inespecificas. La flecha roja indica el
producto esperado de 837 pb. Carril M, marcador de pesos moleculares (ver
tamafios a la derecha).

5.5 Infeccidn de plantas de interés agronémico

El TuUMV es un miembro del género Potyvirus con la particular caracteristica de tener
un rango de huéspedes muy amplio (Feng et al., 1990). Esta propiedad lo hace un gran
candidato para probar la funcionalidad de los vectores derivados del TuMV en multitud
de especies de interés agrondmico. Numerosos miembros de la familia Brassicaceae
como la col de bruselas (Brassica oleracea), el rdbano (Raphanus sativus) o el nabo
(Brassica rapa) pueden ser infectadas por el TuMV (Shattuck, 2010). Sin embargo, dada
la amplia variedad de huéspedes susceptibles presentes en otras familias vegetales, la
busqueda se centrd en plantas cuya parte comestible fueran las hojas verdes. De esta
forma, el cambio de color esperado derivado de la sintesis de carotenoides seria mas
espectacular. Las especies seleccionadas fueron inoculadas mecanicamente a partir de
tejido infectado obtenido de las plantas agroinfiltradas de N. benthamiana. La relacién
de especies ensayadas se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3- Relacién de especies comestibles inoculadas con los virus vectores construidos derivados
del TuMV

Lechuga romana (Lactuca sativa var .
Asteraceae Negativo
romana)
Lechuga capitata (Lactuca sativa var .
. Asteraceae Negativo
capitata)
. . Parcialmente
Espinaca (Spinacia oleracea) Amaranthaceae .
positivo
Acelga (Beta vulgaris var. Cicla) Chenopodiaceae Negativo
Rucula ( Eruca vesicaria var sativa) Brassicaceae Positivo
Canonigos (Valerianella locusta) Valerianaceae Negativo

En una primera aproximacion, en la que se utilizaron 6 plantas para cada una de las
cuatro construcciones virales, se realizd una observacidn visual, con el objetivo de
clasificar y seleccionar de forma rapida los aislados virales y las plantas en las que la
interaccion fuera la deseada. El primer resultado destacable es que en todas las
especies ensayadas los clones TuMV-JPN1 y TuMVJPN1-crtB no produjeron sintomas
aparentes de infecciéon. Debido a su probada infectividad en las plantas de N.
benthamiana, la conclusidn es que estos aislados virales no eran lo suficientemente
potentes para producir sintomas en estas especies comestibles. Por este motivo, a
partir de ese momento, el proyecto se centré en el analisis de clones TuMV-UK1 y
especialmente del TuUMVUK1-crtB.

Respecto a estos clones infecciosos hay que destacar el resultado negativo en la
infeccion de las dos variedades de Lactuca sativa, Valerianella locusta y Beta vulgaris.
Estas especies, a pesar de ser huéspedes susceptibles segun la bibliografia, no
mostraron sintomas claros de infeccidén en las inoculaciones por tripiclado que se
realizaron (figura 21 a). Sin embargo, algunas plantas analizadas por RT-PCR (no
mostrado) parecian tener el virus.

Los resultados con Spinacia oleracea si fueron mas interesantes. La aparicidon de focos
de infeccidon amarillos con el TuMVUK1-crtB fue comun en varias de las plantas pero
tan solo en aquellas hojas inoculadas mecanicamente (figura 21 b). Este resultado
demuestra que el virus es capaz de infectar a la planta, pero tiene dificultado el
movimiento sistémico y hard falta un estudio futuro de los posibles mecanismos
moleculares involucrados en este fendmeno.
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Figura 21- (a) Planta de lechuga romana a los 20 dpi tras infeccion mecanica con el clon TUMVUK1-crtB.
El crecimiento de la planta es normal y no aparece la sintomatologia tipica del TuMV. (b) Planta de
espinaca a los 20 dpi tras infeccién mecdanica con el clon TuUMVUK1-crtB. Se aprecia la aparicidn de focos
de infeccidn de color amarillo en la hoja inoculada.

Los resultados mas prometedores tuvieron lugar en las plantas de Eruca vesicaria var
sativa, denominada comiunmente rdcula. En estas plantas la coloracion amarilla fue
intensa extendiéndose a gran parte del tejido foliar, especialmente en las zonas
cercanas al borde de las hojas. Ademas del comun arrugamiento de las hojas
producidas por el TuMV-UK1, las plantas infectadas con el clon con crtB mostraron una
pigmentacion amarilla desde los 25 dpi (figuras 22 y 23). A pesar de que la produccién
de carotenoides parece estar presente, esta comienza tarde y dura breves dias antes
de que las plantas analizadas empezaran a colapsar como consecuencia de la infeccién
viral, hecho que comenzaba aproximadamente a los 30 dpi. Se hicieron multiples
réplicas de infeccién en plantas de rdcula y, en todas, el resultado fue muy similar.
Cuando la coloraciéon amarilla era evidente, simultdneamente la planta comenzaba a
mostrar sintomas de infeccidon y una reduccién de crecimiento. Este hecho por un lado
parece demostrar que hay una expresiéon simultanea de la enzima crtB y de la
poliproteina virica que indicaria el origen viral y el uso de los precursores
citoplasmaticos para la sintesis de B-caroteno en la planta. Sin embargo, el objetivo de
obtener una alta produccidn alterando en la menor medida la homeostasis de la planta
parece incompatible con los resultados obtenidos.
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Figura 22- Planta de rucula infectada con TuMVUK1-
crtB a los 28 dpi.

Figura 23- (a) Detalle del tejido foliar de plantas de rdcula control a los 28 dpi. (b) Detalle del tejido
foliar de plantas de rudcula TuMV-UK1 a los 28 dpi. (c) Detalle del tejido foliar de plantas de rucula
TuMV-UK1-crtB a los 28 dpi. Se aprecia la diferencia de tamafio entre las hojas control y las

infectadas.
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Cabe destacar que tal y como se aprecia en las figuras 22 y 23 la sintesis de
carotenoides no es apreciable en la zona mas distal de la hoja, en direccién al
crecimiento de la misma, en un mecanismo que recuerda a la menor propagacion del
virus TUMVIJPN1-crtB en las plantas de N. benthamiana a medida que los dias pasany
se activan las defensas antivirales de las plantas de rucula. En el caso de las especies en
las que no hay una infeccién clara, probablemente seran las propias defensas
antivirales de la planta las que son capaces de controlar la replicacién y movimiento
del virus, no mostrando por tanto coloracién amarilla ni sintomatologia clara. Esto
probablemente se deba a que se han utilizado semillas comerciales, muchas de las
cuales contienen hibridos menos susceptibles a ciertas enfermedades debido a cruces
de las variedades de interés agrondmico con variantes naturales resistentes (Zink y
Duffus, 1970).

Por ultimo, faltaria demostrar que exista una correlacion entre la pigmentacion
amarilla y el nivel de carotenoides en los tejidos infectados (Perelld et al., 2014). El
resultado esperado seria que a mayor nivel de pigmentacidon, mayor contenido en B-
caroteno y otros derivados y una reduccién en el nivel de clorofila de las hojas, que
ayudaria a dilucidar los mecanismos implicados en los cambios metabdlicos que
produce el virus en las plantas comestibles en las que se activa la sintesis.

5.6 Optimizacion de los vectores virales

Los resultados experimentales de este trabajo indican que la sintesis de carotenoides
no se ha activado en muchas de las plantas analizadas que, sin embargo, segun la
bibliografia son huéspedes del TuMV. Con el propdsito de mejorar el rendimiento o de
buscar posibles soluciones a este problema se plantean tres factores que han podido
ser la causa de estos resultados. El primero de ellos es la interaccion planta-virus, que
incluiria el transporte, por ejemplo en el caso de la espinaca, o la mayor dificultad para
el virus de replicarse en la planta debido a la insercién en su genoma de un nuevo
cistron (Majer et al., 2015). El segundo puede deberse a la secuencia del gen insertado.
La secuencia de la enzima fitoeno sintasa fue obtenida de la bacteria P. ananatis, una
bacteria patégena tanto de plantas monocotiledoneas como dicotileddneas, que es
también capaz de infectar humanos (Coutinho et al., 2009). El uso de la secuencia,
denominada crtB de esta bacteria no es casualidad, ya que su enzima es muy activa, y
en cultivo en placa las colonias tienen una pigmentacién amarilla debido al B-caroteno.
Sin embargo, la insercion bajo el control de un virus puede modificar la expresion de
esta proteina reduciendo su rendimiento. El tercer factor podria ser la propia
optimizacién de la secuencia viral. Por ejemplo, la eliminacién de los sitios cripticos de
splicing del genoma viral, que suelen resultar en RNA mensajeros con alteraciones en
la pauta de lectura (Gleba et al., 2007) dando lugar a proteinas truncadas no
funcionales, o a la pérdida secuencias importantes para la infeccién natural del virus
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(como P3N-PIPO), es un aspecto muy importante a tener en cuenta. En general la
presencia de estos sitios cripticos reduce el rendimiento de produccidn de la molécula
de interés (Marillonnet et al., 2016).

Por el contrario, las plantas de rdcula infectadas con el TuUMVUK1-crtB mostraron una
intensa coloracién amarilla pero también una clara sintomatologia negativa
probablemente causada por el virus. La posibilidad de utilizar secuencias de
localizacion subcelular (Majer et al., 2015), o la induccion segun ciertas condiciones
biolégicas o por la presencia de algunas moléculas seria interesante para dirigir los
carotenoides a un compartimento subcelular de interés, evaluando de esta forma si
una sintesis excesiva de carotenoides en los citoplasmas celulares altera el equilibrio
celular y es la causante en parte del rdpido declive de la planta una vez comienza la
sintesis. En este aspecto, existen gran diversidad de variantes, por ejemplo a nivel
industrial lo que interesa es tener la enzima fuera de la célula, en el apoplasto para
gue ésta o el producto de su metabolismo sea facilmente recolectable. Es sencillo y
barato luego purificar la proteina, a partir del liquido intersticial alrededor de las
células en el que suele haber pocos contaminantes. Esto se consigue con un péptido de
secrecién de entre 12 a 16 aminoacidos afiadido estratégicamente en la secuencia
(Majer et al., 2015). También podria ser interesante localizar los metabolitos en la
vacuola, orgdnulo que principalmente sirve de almacén y detoxificador, con lo que se
podria aliviar el posible efecto téxico de los carotenoides. Sin embargo, la localizacidn
de los precursores naturales necesarios para la sintesis de carotenoides esta en el
citoplasma, por lo que una relocalizacidn posterior se antoja sumamente desafiante.

5.7 Perspectivas futuras

Segun los resultados de este trabajo, en las plantas de rdcula en las que se ha
conseguido la sintesis de carotenoides el mayor problema es el declive paralelo de la
planta causado probablemente por la infeccion viral. Lo ideal en este sentido seria
conseguir una expresion transitoria de la enzima introducida vy, llegado a un punto,
poder eliminar el vector viral y observar la evolucién de la planta. Lamentablemente, la
eliminacion de los vectores virales de plantas infectadas es muy complicado debido a
gue no existen antivirales dirigidos para los virus de plantas. Sin embargo, en este
contexto se estan realizando numerosos progresos hacia lo que puede ser el futuro de
la modificacion genética de plantas, utilizando vectores virales eliminables a
conveniencia (Chujo et al., 2017). La base para estos vectores virales es la insercién en
la secuencia viral de un sitio diana para un microRNA enddgeno del huésped. Este
microRNA debe ser inducible por algln factor y expresarse a un nivel bajo en el resto
de situaciones para que no interfiera con la replicaciéon y normal transporte del virus
hasta el momento de su eliminacion. Por ejemplo, un microRNA candidato seria el
miR398. Este es un miRNA muy conservado en el reino vegetal, siendo un nodo muy
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importante en la red de miRNA inducidos por estreses abiodticos (Zhu et al., 2011). Su
expresion se induce, por ejemplo, por una alta concentracién de sacarosa en el medio,
por estrés ultravioleta o por estrés hidrico, siendo por tanto facilmente inducible de
forma artificial. Ademas, la sobreexpresion del miR398 afecta a la germinacién de
semillas y al crecimiento de las plantulas en N. tabacum (Feng et al., 2010), hecho que
sugiere que su expresion esta muy regulada en condiciones fisioldgicas.

Seria muy interesante evaluar esta posibilidad en el futuro, para lo que hara falta un
estudio de posibles miRNA candidatos conservados entre las familias de las especies
en las que se quiera activar la sintesis de carotenoides. Con esta tarea podria
conseguirse la puesta a punto de un sistema seguro de produccién masiva de
carotenoides beneficiosos para la salud a nivel industrial, en el que las plantas podrian
reutilizarse, una vez se haya eliminado el vector viral. O incluso, la produccién de
plantas con hojas comestibles bioseguras enriquecidas en estos compuestos, que
serian mas llamativas para el consumidor gracias a su pigmentacidén amarilla.
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6. Conclusiones

1. Se han construido con éxito dos vectores virales derivado del TuMV, uno a
partir del aislado TuMV-JPN1 y otro a partir del TuMV-UK1, que llevan
insertados el gen de la fitoeno sintasa (crtB) de Pantoea ananatis entre los
cistrones virales que codifican la polimerasa viral (NIb) y la proteina de la
capside (CP)

2. Estos vectores virales son capaces de infectar plantas de Nicotiana
benthamiana produciendo sintomas facilmente detectables a los 6 dpi, aunque
tan solo el vector TuMVJPN1-crtB induce eficazmente Ila sintesis de
carotenoides.

3. El vector TUMVJPN1-crtB no es suficientemente potente para infectar las
plantas comestibles ensayadas en este trabajo, mientras que con el TuUMVUK1-
crtB se obtuvo una mejor acumulacién de carotenoides, particularmente en
espinaca y rucula.

4. Para seguir desarrollando el sistema de produccién, seria necesario un estudio
de mayor minuciosidad centrado en la interaccién entre el TUMVUK1-crtB y la
rdcula, asi como una medida cuantitativa del nivel de carotenoides producidos
en estas plantas.
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