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1 Introduccion

1.1.Los Virus

Los postulados de Robert Koch enunciados en 1882 sentaron las bases para la asociacion
y potencial identificacion de los agentes causantes de enfermedades infecciosas. Estos
postulados eran los siguientes: 1) El microorganismo debe estar presente en todos los casos
de la enfermedad, y ausente en los organismos sanos; 2) El organismo debe de ser aislado
y obtenido en un cultivo puro a partir de lesiones de la enfermedad; 3) La inoculacién del
agente a partir del cultivo debe reproducir la enfermedad y; 4) El organismo debe de poder
recuperarse nuevamente a partir de las lesiones del huésped.

Gracias a éstas y a otras aportaciones se descubrié un nuevo agente infeccioso al que
se le denomind virus (proveniente del latin, para referirse a “venenos”) siendo el primer
virus identificado el conocido como el virus del mosaico del tabaco (Beijerinck, 1898;
Iwanowski, 1892). Los virus, son entidades acelulares con una organizacién simple formada
por el material genético, que puede ser ADN o ARN, de simple o doble cadena, linear,
circular o segmentado y polaridad positiva o negativa, protegido por una cubierta proteica
o cépside, que en algunos casos puede presentar una bicapa lipidica. Estos microorganismos
son parasitos estrictos de la maquinaria celular, dependiendo de células vivas para llevar a
cabo su ciclo de infeccidn.

Hasta hace relativamente poco tiempo el tamafio de genoma viral podria oscilar entre
10° a 102 Daltons, con capacidad para expresar desde 3-4 hasta mas de 100 proteinas,
respectivamente. El genoma viral junto con varias subunidades de la/s proteinas de cubierta
o capside (CP) codificadas por el virus, constituyen la particula virica completa o virién. Su
tamafio y forma puede ser muy variable oscilando entre 10-400 nm de diametro y
morfologia icosaédrica, en varilla o helicoidal. Con el descubrimiento de los mimivirus y
otros virus relacionados la frontera entre el tamano de un virus y una bacteria se ha
estrechado. Asi, estos virus gigantes presentan un tamafio entre 200 y 1.000 nm vy la
longitud de su genoma puede llegar hasta los 2,5 Mb pudiendo codificar hasta 1.000
proteinas.



1.1.1. Ciclo infectivo de un virus

Durante el ciclo viral se generan particulas viricas utilizando la maquinaria del
huésped y las propias proteinas codificadas por el virus.

En plantas, la entrada de los viriones a las células vegetales puede producirse de
varias formas dependiendo del ciclo o estabilidad de la especie viral. Asi, los virus pueden
transmitirse por contacto o mecdnicamente (Lacasa et al., 2001), por vectores bioldgicos
tales como insectos, representando el principal grupo de trasmision de virus vegetales
(Harris, 1981), hongos, nematodos, por semilla (Aparicio et al., 1999; Ling et al., 2008), por
propagacion vegetativa (van der Vlugt, 2009) o por soluciones nutritivas (Lot et al., 2002).
Una vez dentro, se produce la desencapsidacion, seguida de la traduccién y replicacion. El
material genético se va uniendo a la maquinaria de traduccién a medida que se va liberando
para evitar la completa desproteccién que podria provocar una degradacién por nucleasas
celulares (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama general de las distintas etapas que conforman el ciclo de vida de los
virus. A la izquierda, representacion esquematica de los diferentes modelos de transporte
intracelular. CaMV, Cauliflower mosaic virus (caulimovirus); CPMV, Cowpea mosaic virus
(Comovirus); CP, proteina de la cubierta; ER, reticulo endoplasmico; MF, microfilamento;



MP, proteina de movimiento; MT, microtubulo; NES, sefial de exportacion nuclear; NLS,
sefial de localizacién nuclear; NSP, proteina lanzadera nuclear; PD, plasmodesmata; SqLCV,
Squash leaf curl virus (Geminivirus); TMV, Tobacco mosaic virus (Tobamovirus); TRSV,
Tomato ringspot virus (Nepovirus); TSWV, Tomato spotted wilt virus (Tospovirus), ARNv,
genoma de ARN viral; v-ssADN, genoma de ADN de cadena simple viral.
http://www.plantcell.org/content/11/4/535.

A la derecha, esquema general del transporte a corta y larga distancia Fuente:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2013.00154/full

Gracias al uso de la maquinaria del huésped y después de pasar por el proceso de
traduccién, se obtienen las proteinas estructurales como la CP, y no estructurales como la
replicasa o las proteinas de movimiento (movement protein; MP), asi como otras proteinas
virales especificas. Las MPs son las responsables del movimiento del virus al resto de la
planta. El movimiento célula-célula es la primera etapa y transporta el virus desde las
primeras células infectadas a las vecinas a través de los plasmodesmos (Fernandez-Calvifio
et al., 2011). El movimiento sistémico se produce cuando el virus alcanza el sistema vascular
para infectar las partes distales de la planta (Pallds et al., 2011). Durante el proceso de
transporte, los virus de plantas no solo tienen que salvar la barrera de la pared celular a
través de los plasmodesmos, sino que tiene que poder acceder e infectar diferentes tipos
de células que forman parte del tejido vascular (Figura 1).

Las interacciones moleculares entre proteinas del huésped y del virus son
imprescindibles para el desarrollo de cualquier enfermedad viral. Estas interacciones
pueden afectar a la replicacidn viral, al movimiento a corta o a larga distancia, al desarrollo
de los sintomas y al desencadenamiento del sistema defensivo de la planta (Carrington y
Whitham, 1998; Lazarowitz, 1999; Pallas y Garcia, 2011). En el caso de las proteinas de
movimiento, los factores celulares caracterizados estan relacionados con componentes del
plasmodesmo o la periferia celular, citoesqueleto, transporte de vesiculas, proteinas
chaperonas, nucleo o modificadores de proteinas entre otros (Niehl and Heinlein, 2011; Link
and Sonnewald, 2016).

1.1.2. Problematica y estado de control

Las enfermedades causadas por los virus en los cultivos son unos de los factores
limitantes en la produccion vegetal y tienen consecuencias sociales y econdmicas que en
ocasiones son comparables a las de enfermedades de humanos y animales (Savary et al.,
2012). A nivel mundial las perdidas medias producidas por enfermedades se encuentran
entre un 13% y un 16% de la produccion agricola. Las pérdidas debidas a enfermedades
producidas por infecciones virales representan un tercio y equivalen a 11.000 millones de

euros al ano (FAO 2005; Oerke 2006). Los virus son, por tanto, el segundo grupo, solo
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superado por los hongos, mas importante de organismos patégenos de cultivos. (Garcia-
Arenal y McDonald, 2003). Por ejemplo, el virus del bronceado del tomate, (TSWV, por sus
siglas en inglés Tomato Spotted Wilt Virus) produce perdidas por un valor de 860 millones
de euros al afio al nivel mundial en cultivos horticolas y en ornamentales (Andret-Link y
Fuchs, 2005).

En la naturaleza, las epidemias de virus también ocurren, pero debido a la
separacion espacial entre las comunidades de plantas parecidas, disminuye la cantidad de
fuentes del virus capaz de iniciar una epidemia. Por otro lado, la presencia de depredadores
y parasitos de los vectores virales unido a la mezcla de diferentes especies de plantas
silvestres que no son huéspedes de un determinado virus, contribuye a la disminucion de la
propagacion del patégeno. Por ultimo, la co-evolucién entre los virus y las plantas ha dado
lugar a la seleccidn de resistencias naturales del huésped y tolerancia a virus y vectores, lo
cual representaba una forma de control natural. Sin embargo, desde que el hombre empezé
a cultivar y a generar monocultivos, introducir especies nuevas en otras localizaciones ha
posibilitado que las plantas se enfrenten a nuevos virus, con el consiguiente riesgo de
expandir vectores, virus y la posible aparicion de epidemias (Bos, 1992; Buddenhagen, 1977;
Thresh, 1980, 1981, 1982). Para evitar estas epidemias se han implementado ciertas
practicas que incluyen la seleccion de propagulos de crecimiento mds vigoroso (a menudo
estos propagulos concentran resistencias vectoriales de los ancestros silvestres),
interplantaciéon de cultivos no relacionados que a menudo no son hospedadores, rotacién
de cultivos, deshierbe, etc. (Jones, 1981; Thresh, 1982).

1.2. El virus del bronceado del tomate (TSWV)

El TSWV fue reportado por primera vez en Australia por Brittlebank en 1919 (Leastro et
al., 2017; Stevens et al., 1991). Es uno los virus de plantas mas devastadores a nivel mundial,
causando dafos severos en muchos cultivos de interés agrondmico. En 1920 fue
nuevamente descrito en Canada y en E.E.U.U, y en 1931 es detectado en Reino Unido
(Smith, 1932). En la actualidad esta presente en paises de zonas tropicales y subtropicales.

El TSWV afecta a mas de 1090 especies de plantas pertenecientes a 85 familias
botdanicas (15 familias de plantas monocotileddneas, 69 familias de plantas dicotileddneas
y una familia de pteridofitas) (Prins y Golsbach 1998; Parrella et al., 2003). Es un factor
limitante para cultivos como el tomate, la lechuga y el pimiento, ademds de infectar a otros
cultivos de interés como patata, tabaco, cacahuete, haba, papaya, pifia, berenjena, col,
pepino, guisante, espinaca, alcachofa, apio, coliflor, etc. (Turina et al., 2012).



1.2.1. Clasificacién y organizaciéon genémica del TSWV

El TSWV pertenece al género Tospovirus, y es el Unico miembro dentro de la familia
Bunyaviridae que infecta a plantas (Milne y Francki, 1984). Su genoma consiste en tres
cadenas simples de ARN: la cadena Larga (L), de polaridad negativa, y la cadena mediana
(M) y pequeiia (S), que son ambisentido. El segmento L tiene un tamafio de 8.9 Kb y codifica
para una polimerasa de ARN, ARN dependiente (RdRp) (de Haan et al., 1991); el segmento
M tiene un tamafio de 4,8 kb y en un sentido expresa la proteina no estructural NSm, que
actua como proteina de movimiento (Lewandowski and Adkins, 2005; Li et al., 2009; Storms
et al.,1995; Peird et al., 2014) y en el otro, un precursor de una glicoproteina, GN/GC, que
contiene determinantes para la transmisién por Trips (Sin et al., 2005). Por ultimo, el
fragmento S, de 2.9 Kb, codifica en un sentido para un supresor del silenciamiento (NSs)
(Takeda et al., 2002) y en el sentido complementario, la proteina de la nucleocapside (N)
usada en la encapsidacién del ARN viral (Figura 2). Asi, el genoma de este virus presenta en
total cinco marcos de lectura abierta (ORF, Open Reading Frames) con capacidad para
codificar seis proteinas.
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Figura 2. Diagrama del mecanismo de expresion génica del TSWV. En la reaccion de
replicacion, la forma predominante del ARN en el viriéon, vARN (en azul), es usado como
molde para sintetizar la cadena complementaria, cARN (en rojo). En la reaccion de
transcripcion, cada mARN se transcribe del vARN y del cARN. Todos los mARN virales tienen
una estructura cap representada como circulos verdes, que se obtiene a partir de mARNs
celulares por el mecanismo de captura de caperuza. Fuente:
https://www.komodak.com/tospovirus-en

Las particulas viricas tienen una forma esférica con un diametro de 80-120 nm donde
los tres segmentos de ARN adoptan conformaciones pseudocirculares debido al
apareamiento de secuencias parcialmente complementarias entre los extremos 5" y 3’
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terminales de cada uno (de Haan et al., 1989). Estas regiones terminales estan conservadas
y constituyen importantes sefiales para la transcripcion y replicacién del virus. Ademas,
cada ARN gendmico estd encapsidado por multiples copias de la proteina N y asociado a un
numero bajo de moléculas de la proteina L (RdRp) formando estructuras
ribonucleoproteicas (RNP) denominadas nucleocapsidas (de Haan, 1991; Kormelink et al.,
1992) (Figura3).

Glicoproteinas (G. y Gy)
, ﬁ{;:(p: LR Polimerasa (L)

/

~ RNA gendmico

) Nucleoproteina (N)

(RNP)

Figura 3. Estructura de una particula de TSWV, donde se observan los tres fragmentos de
ARN viral, S, My L. GN y GC, glicoproteinas; N, proteina de la capside y L (RdRp). Fuente:
http://viralzone.expasy.org/all by species/253.html.

1.2.2. Transmisién y Sintomatologia asociada al TSWV

En la naturaleza el TSWV infecta a plantas usando trips como vector, insectos del
orden Thysanoptera, y la familia Thripidae. Los trips adquieren y transportan el virus al
alimentarse del citoplasma de las células vegetales mediante su aparato bucal chupador. En
la tabla 1 se muestran las especies de trips capaces de transmitir el virus (Granval de Millan
y Garcia, 1999; Mound, 1996), destacando la especie F. occidentalis por ser la mas eficaz
debido a la extensa gama de plantas que utiliza para su alimentacidn, su amplia distribucion
geografica y su gran eficiencia en el transporte del virus con respecto a las demas especies
(Roselld et al., 1996; Sakurai, 2004; Pappu et al., 2009).


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/253.html

Especie Nombre comun

Vectores confirmados
Frankliniella fusca Trips del tabaco
Frankliniella intosa
Frankliniella occidentalis Trips occidental de las flores

Frankliniella schultzei Trips comun de las flores
Thrips palmi Karmy Trips comun del melén
Thrips setosus Moulton
Thripstabaci Linderman Trips de la cebolla
Vectores que requieren posteriores confirmaciones
Scirtothrips dorsalis Hood Trips del pimiento
Thrips flavus Schrank

Vectores no confirmados
Frankliniella tenuicornis

Tabla 1. Tysanopteros vectores de Tospovirus. Fuente: Granval de Millan y
Garcia, 1999.

La transmisidn del virus por el vector es de tipo propagativo, persistente y circulativa
(Goldbach y Peters 1994). Es la larva la que inicia el ciclo de infectividad. Si esta no contrae
el virus alimentdndose de una planta infectada en su primera fase o al inicio de la segunda
fase larval, el adulto no lo hard. Los virus pueden ser adquiridos con periodos de
alimentacion de tan sélo 15 a 30 segundos (Ohnishi et al., 1998), pero cuanto mas larga sea
esta fase, mas eficiente serd posteriormente la transmision (Wijkamp et al., 1993). Tras la
ingesta y antes de poder transmitir el virus, tiene lugar el denominado tiempo promedio
minimo de adquisiciéon (TPMA). Durante este tiempo los viriones se multiplican, pasando
desde las glandulas salivares a las células intestinales. Esto solo es posible en la fase larval
debido a la proximidad de los érganos (Whitfield et al., 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Figura 4. A) estadios del vector F. occidentalis donde es capaz de adquirir
el virus. Fuente:
https://www.researchgate.net/publication/8663571 Tospovirus transmission d
epends on thrips ontogeny B) Esquema del ciclo de transmision del TSWV por
Trips. Fuente:
http://www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/Pages/TomatoSpotted.aspx.

Non-feeding
Pupal Stages

El manejo de la enfermedad causada por TSWV ha sido extremadamente dificil
debido a su amplia gama de huéspedes y a la resistencia de los vectores de trips a los
insecticidas (Boiteux y Giordano, 1993). La sintomatologia asociada a la infeccién de TSWV
estd condicionada por la especie de planta afectada y el aislado del virus, englobando un
gran abanico de sintomas, entre los que se encuentran: anillos necréticos, clorosis,
enanismo, abullonamientos y lesiones locales. Ademas, tanto los factores genéticos como
los ambientales parecen afectar la susceptibilidad del hospedador y la severidad de los
sintomas inducidos (Francki et al., 1985). Por otro lado, el control de la transmision de la
enfermedad resulta muy complicado al influir las caracteristicas bioldgicas, ecoldgicas y
poblacionales del vector (Contreras et al. 2007) (Figura 5).


https://www.researchgate.net/publication/8663571_Tospovirus_transmission_depends_on_thrips_ontogeny
https://www.researchgate.net/publication/8663571_Tospovirus_transmission_depends_on_thrips_ontogeny
http://www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/Pages/TomatoSpotted.aspx

Figura 5. Sintomas asociados a la infeccion de TSWV en fruto de pimiento (A) o en hojas de
tomate (B). https://vegetableguide.usu.edu/diseases/tomato-pepper-eggplant/tomato-
spotted-wilt-virus y https://ag.purdue.edu/btny/ppdl/Pages/POTW old/5-2-11.html

1.2.3. Variabilidad genética y biolégica

La variabilidad entre las diferentes poblaciones existentes del TSWV podria deberse a la
alta frecuencia de mutacién ocasionada por su replicasa, que es del orden de 104-10°
mutaciones/nucleétido (Drake et al., 1998), a su alta tasa de replicacidén en las plantas
infectadas, a la gran variedad de hospedadores y a su capacidad de replicacion en los
insectos vector. Ademads, otros factores a considerar residen en la composicion tripartita de
su genoma, propiciando eventos de recombinacion o reordenacién de sus segmentos, asi
como la aparicién de nuevos aislados asociados a la presion selectiva provocada por el uso
de genes de resistencia en los cultivos comerciales.

No obstante, a pesar de su capacidad para evolucionar, el TSWV presenta una diversidad
genética moderada debido, en parte, a los pocos cambios genéticos que generalmente son
necesarios para adaptarse (Tsompana et al., 2005; Lépez et al., 2011; Tentchev, et al., 2011).
Los aislados de todo el mundo se pueden clasificar en tres genotipos basdandose en su
identidad nucleotidica. La modulacién de la diversidad y estructura genética pueden
deberse a: i) la comercializacion global de los materiales vegetales infectados que causa
uniformidad genética entre aislados presentes en diferentes paises, ii) la seleccidon negativa
que procura conservar la funcidn de las proteinas viricas y, en iii) la seleccién positiva para
adaptarse a nuevas situaciones, tales como la superacién a resistencia genéticas del
huésped.

En cuanto a la diversidad bioldgica, no existe una clasificacion establecida. Los estudios
basados en la reaccion de este virus, en plantas indicadoras realizados hasta la fecha, se han
limitado a un pequefio numero de aislados (Garcia-Arenal et al. 2001, Lopez et al. 2011,
Tsompana et al. 2005). Otra clasificacidon util estd basada en la capacidad de superar las
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resistencias obtenidas en tomate y pimiento gracias a la mejora genética. En esta se
consideran cuatro biotipos: aislados convencionales incapaces de infectar tomate vy
pimiento resistentes, aislados que superan la resistencia de tomate, aislados que superan
la resistencia de pimiento y aislados que superan las resistencias de tomate y pimiento
(Ferrand 2014).

1.3.Mejora genética para la resistencia a TSWV

Las fuentes de resistencia que han tenido mas éxito de las encontradas en las ultimas
décadas son las provenientes de Solanum peruvianum y Capsicum chinense. Debido a su
amplio espectro de accidn, los genes de resistencia Sw-5 y Tsw de tomate y pimiento,
respectivamente (Boiteux, 1995; Moury et al., 1998; Stevens et al., 1991) son los que se han
estado utilizando desde 1996 en numerosos cultivares comerciales.

La resistencia mediada por Sw-5 sigue el modelo gen-a-gen (Staskawicz et al., 1995)
que activa una respuesta hipersensible (HR) alrededor de los puntos de infecciéon del TSWV.
El locus del Sw-5 contiene al menos 5 paralogos (denominados desde el SW-5a al Sw-5¢),
pero solo con el gen Sw-5b es suficiente para conferir resistencia (Peird et al. 2014, Spassova
et al., 2001). Este gen codifica una proteina de 1246 aminoacidos y es un miembro de la
familia de receptores NB-LRR con un dominio de solanaceas (SD)-coiled-coil (CC) N terminal,
actualmente conocido como la clase SD-CNL (Leastro et al., 2017, De Oliveira et al., 2016;
Chen et al., 2016). La MP del TSWV ha sido identificada como el factor de avirulencia (Avr)
que activa la respuesta hipersensible (Leastro et al., 2017; Hallwass et al., 2014; Peiro et al.,
2014).

Las estrategias de control basadas en el gen Sw-5b se ven afectadas por el surgimiento
de aislados de TSWV capases de superar la resistencia. Estos aislados han sido reportados
en Suddfrica (Thompson and van Zijl, 1995), Hawai (Canady et al., 2001; Gordillo et al.,
2008), Australia (Latham and Jones, 1998), Espafia (Aramburu and Marti, 2003) e ltalia
(Ciuffo et al., 2005; Zaccardelli et al., 2008). El analisis de varios aislados de TSWV sugirid
gue la resistencia conferida por Sw-5b podia ser superada gracias a dos sustituciones
independientes de aminoacidos (C118Y y T120N) en la MP como resultado de una selecciéon
positiva (Lopez et al., 2011). Posteriormente, se comprobd que estos cambios de 1-2
residuos de amino acidos de la MP de TSWV son suficiente para superar la resistencia pero
que, a la vez, afectaron a la eficiencia de la MP (Peiré et al., 2014). Recientemente, se ha
comprobado que la regién de 21 aminoacidos comprendida entre los residuos 115y 135 de
la MP de TSWV, es la responsable de activar la HR a través de su interaccion directa con la
proteina codificada por el gen de resistencia Sw-5b (Zhu et al., 2017).

1.4.Superfamilia de las 30K

La superfamilia 30K, o grupo de proteinas de movimiento virales relacionadas con las
MP de 30 KDa del virus del mosaico del tabaco (por sus siglas en inglés, TMV, Tobacco
mosaic virus), estd constituida por 20 géneros virales: alfamovirus, baADNuvirus,
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begomovirus, bromovirus, capilovirus, caulimovirus, comovirus, cucumovirus, diantovirus,
furovirus, ilarvirus, idaeovirus, nepovirus, tobamovirus, tobravirus, tospovirus, tricovirus,
tumbusvirus, sequivirus, umbravirus. La estructura y funcion de las MPs virales
pertenecientes a esta familia se encuentran relativamente bien caracterizadas. Aunque
comparten gran parte de sus funciones, poseen pocos motivos conservados en su secuencia
y la Superfamilia engloba tanto a proteinas formadoras de tubulos como no formadoras. La
Unica caracteristica conservada es el motivo LXDX50-60G (Melcher, 1990). Esta baja
similitud podria indicar una estructura terciaria comun. Mediante la realizaciéon de
alineamientos se vio que habia una estructura “core” comun, flanqueada por un N-terminal
(Nt) y un C-terminal (Ct) variables, cuya estructura consistia en cuatro a-hélices (a-A-D) y
siete elementos-B (B-1-7). La regidn Nt posee numerosas a-hélices y es de una longitud
variable, siendo mas larga en aquellas MPs conocidas como formadoras de tubulos y para
la MP de idaeovirus. La parte Ct es mayoritariamente desestructurada (random coil) (Peird
etal., 2014, Berna et al., 1991) y se ha comprobado que no es necesaria para el movimiento
célula a célula, pero estd implicada tanto en la regulacién de la funciéon de la MP como en
la interaccidn con la CP (Aparicio et al., 2010, Sanchez-Navarro and Bol, 2001, Stavolone et
al., 2005, Waigmann et al., 2000). Andlisis bioquimicos con diferentes miembros de la
familia han puesto de manifiesto que son proteinas asociadas a endomembranas, con
ambos extremos orientados hacia el citosol (Leastro et al., 2015; Martinez-Gil et al., 2009;
Peird et al., 2014b), incluida la MP de TMV donde previamente se habia propuesto como
una proteina integral de la membrana del reticulo endoplasmatico con dos dominios
transmembrana (Brill et al., 2000). El caracter hidrofébico de las MPs virales ha
condicionado la caracterizacidn de factores celulares que interaccionan con ellas mediante
aproximaciones estandar (e.j. sistema de doble hibrido, etc), teniendo que recurrir a
versiones modificadas de la proteina (sin region hidrofébica) o a parte de la molécula para
abordar el andlisis (Peird et al., 2014; von Bargen et al., 2001).

Los analisis realizados con el Virus del mosaico de la alfalfa (en inglés, Alfalfa mosaic
virus; AMV) y el intercambio de diferentes proteinas de movimiento pusieron de manifiesto
que las MPs de la superfamilia 30K pertenecientes a siete géneros virales, incluyendo virus
de ARN y ADN, son funcionalmente intercambiables por la MP del AMV, indicando que una
0 mas propiedades basicas de estas proteinas tienen que estar asociadas con las estructuras
secundarias o terciarias conservadas (Fajardo et al., 2013, Sanchez-Navarro and Bol, 2001,
Sanchez-Navarro et al., 2006, Sanchez-Navarro et al., 2010). Andlisis posteriores realizados
con la proteina de movimiento de diferentes virus del género Tospovirus pusieron de
manifiesto que son funcionalmente intercambiables en el sistema de AMV para el
transporte a corta y larga distancia (Peird et al., 2014; Leastro et al., 2017).

La inexistencia de clones infecciosos para Tospovirus esta condicionando el estudio de
este género viral mediante aproximaciones de genética reversa. Sin embargo, la
observacion de que MPs de tospovirus son funcionalmente intercambiables en el sistema
de AMV esta permitiendo avanzar en la caracterizacion molecular de estas proteinas. En el
presente trabajo hemos utilizado el sistema de AMV para estudiar diferentes proteinas de
movimiento de TSWV, con capacidad para superar la resistencia mediada por el gen Sw-5b
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y caracterizar factores celulares implicados en su funcionalidad mediante sistemas
alternativos basado en el etiquetado de la proteina.
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2. Objetivos

El objetivo general del presente trabajo final de master consiste en la caracterizacion de

complejos moleculares relacionados con el transporte de virus del bronceado del tomate
(TSWV) asi como con el gen de resistencia Sw-5b, mediante el sistema hibrido basado en el
virus del mosaico de la alfalfa (AMV), que permite el intercambio funcional de su MP con la
correspondiente MP del TSWV. Para ello se han abordado los siguientes objetivos parciales:

1-

Puesta a punto del sistema hibrido de AMV con proteinas de movimiento de TSWYV,
que difieren en la capacidad para superar la resistencia mediada por el gen Sw-5b, y
conteniendo la  etiqueta TST  (Twin-Strep-tag; WSHPQFEKGGGSGGGS
GGSAWSHPQFEK).

Identificacion y posible caracterizacion de factores celulares que interaccionen
directa o indirectamente con las diferentes variantes de la MP de TSWV.

Caracterizacion de factores celulares involucrados en la respuesta hipersensible
mediada por el gen Sw-5b.

Andlisis mediante BiFC de la interaccion de la MP de TSWV con factores celulares
descritos para otras MPs de la familia 30k.
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3. Material y Métodos

3.1.Material vegetal
3.1.1. Plantas.

Para la purificacion de viriones conteniendo el ARN 3 de AMV encapsidado, se
utilizaron plantas de Nicotiana tabacum que expresan de forma constitutiva las
subunidades P1 y P2 de la polimerasa de AMV (Plantas P12) (Taschner et al. 1991), en un
estadio de 4-6 hojas. Las plantas fueron sembradas en macetas de 12 centimetros de
didmetro con una mezcla de turba y vermiculita en un fitotréon con las siguientes
condiciones de crecimiento:

- Régimen térmico de 25°C/19°C (dia/noche).

- Humedad relativa de 60-65%/95-100% (dia/noche).

- Fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad con una irradiancia de 65-
85 umol-m-2-s-1 suministrada por tubos fluorescentes con un intervalo
de longitud de onda de entre 400-700 nm.

Por otra parte, se usaron plantas de N. benthamiana, también en un estadio de 4-6
hojas, para la obtencidn de viriones completos, asi como en los experimentos de expresion
transitoria mediante agroinfiltracion. Las plantas fueron sembradas en macetas de 12
centimetros con una mezcla de turba y vermiculita, incubandose en condiciones de
invernadero.

3.1.2. Proteinas de movimiento de TSWYV utilizadas.

Para este trabajo se utilizaron 4 secuencias de MPs de TSWV: la primera pertenece al
aislado silvestre denominado GriNL2 (Genbank HM015513), el cual no es capaz de superar
la resistencia mediada por el gen Sw-5b; la segunda corresponde al aislado denominado
Grau (GenBank FM163370) que si es capaz de superar la resistencia conferida por el gen
Sw-5b (Lopez et al., 2011) y que difiere en dos residuos de amino acido con respecto a la
MP del aislado Gr1NL2 (N120, 1130); y dos variantes de la MP del aislado GRAU, obtenidos
mediante mutaciones aminoacidicas puntuales, en las que la Asparagina (N) de la posicion
120 estd sustituida por una Treonina (T) (GrauTSWV/T120) o la isoleucina (1) en la posicién
130 ha sido sustituida por una valina (V) (Grau TSWV/V130). Ambas variantes no son
capaces de superar la resistencia mediada por el gen Sw-5b (Peird et al., 2014).
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3.1.3. Material Bacteriano

La bacteria empleada para la clonacidn y purificacién de los pldsmidos fue la cepa DH5a
de Escherichia coli mientras que los experimentos de expresion transitoria en planta se
realizaron con la cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens.

3.1.4. Plasmidos

Los plasmidos empleados en este trabajo fueron pUC18, pBluescript Il SK (pSK) y
pMOG800:

El pUC18 contiene un gen de resistencia a ampicilina y su pequefio tamano permite
incorporar fragmentos de unas 10.000 pares de bases (pb). Puede producir hasta 500 copias
de los fragmentos de ADN insertado por célula. Ademas, se ha modificado para que
presente muchas secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccién que se han
agrupado en una regién denominada polylinker o multiple cloning site (Figura 6). En este
caso fue utilizado para la obtencidn de los clones quimera con la MP de TSWV en el sistema
AMV.

— lac promoter

pUC18
vector

Figura 6. Representacion del plasmido pUC18. Obtenida de
https://www.mun.ca/biology/scarr/Plasmid pUC18.html
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El pSK, plasmido que tiene resistencia al antibiotico ampicilina (Figura 7). Este fue el

vector utilizado para la obtencidon de los clones de MP fusionados a diferentes regiones de

la YFP dentro de un casete de expresidn, que posteriormente se subclond en el pldasmido
binario pMOGB800.

Nae | 131

Prul 500
Pvull 529

BssH 1819 )
Kpnl 667 N |
pBluescript Il SK (+/-) J8]_ ..
phagemid vector

2961 bp

Pyl 977

© Stratagens Afflll 1153
Figura 7. Representacion del plasmido pBluescript 1l SK. Obtenida de
http://www.xenbase.org/other/static/methods/vector-files/pBSSKplus.jsp

pMOG 800 (Figura 8) es un plasmido binario que presenta un gen que confiere
resistencia a kanamicina y permite su replicacién tanto en E. coli como en A. tumefaciens.

Este plasmido se utilizd para transformar la cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens en los
experimentos de expresion transitoria en planta.

Y

pMOG 800

]

Figura 8.

Diagrama

del plasmido
https://www.google.com/patents/US6262344

pMOG

800. Fuente:
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3.2.Métodos

3.2.1. Clonacién de los genes de las MPs

3.2.1.1. Amplificacion de ADN por PCR

Para la amplificacién de las ORFs de las diferentes MPs de TSWYV, asi como del ARN
3 de AMV, se utilizaron diferentes cebadores indicados en la tabla 2. En el caso de las
diferentes MPs de TSWV (Grau, GrlNL2, GrauTSWV/T120 y GrauTSWV/V130) la
amplificacion se llevod a cabo con la pareja de oligos 1851/1852, que contiene los sitios de
corte para las enzimas Pscl y Nhel. Para amplificar el cADN 3 de AMV conteniendo las
diferentes MPs de TSWV y/o el gen de la proteina fluorescente verde (GFP), se utilizé la
pareja de cebadores 668/1602.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador Mastercycler pro
de Eppendorf, utilizando la polimerasa PrimeSTAR (Takara Bio Inc.). La reaccién de
ampliacion se realizé en un volumen final de 25ul conteniendo: 5ul tampdn 5X primeStar
(Mg? + plus), 2ul del stock de dNTPs 12,5X, 2,5 pl del stock de cada cebador 10X (5 uM),
ADN molde (200ng) y 0,3 ul de la enzima PrimeStar HS ADN polymerase (2,5U/ul). Las
condiciones de la PCR fueron para la desnaturalizacidon 942C durante 15 segundos, para el
alineamiento 582C durante 15 segundos y la extension se realizd a 722C a razén de 1 minuto
por kilo base durante 30 ciclos.

3.2.1.2.  Digestion con enzimas de restriccion

Los fragmentos de PCR, correspondientes a las MPs de TSWV, se digirieron con las
enzimas de restricciéon Pscl y Nhel (Fermentas), previa fenolizacién y precipitacion con
etanol. La digestidn se realizdé en un volumen final 25 pl conteniendo 1ul de cada enzima
(10U/ul) en tampdn Tango (Thermo Fisher Scientific) e incubandose a 372C durante 2 horas.
Posteriormente se procedidé a la purificacion del fragmento digerido en geles de agarosa
(apartado 3.2.1.4). Junto con los fragmentos de PCR también se digirieron los vectores
plasmidicos en donde se insertarian las diferentes MPs de TSWV y que contiene el ADNc 3
de AMV modificado para la expresion de la GFP (Sanchez-Navarro et al., 2001) y al que
previamente se ha intercambiado el gen de la MP por la correspondiente del TMV con la
etiqueta TST (pUC18 GFP/TMV:TST:A44/CP), asi como el ADNc 3 silvestre de AMV
conteniendo la MP de TMV y un extremo 5’ no traducible evolucionado para un mayor
transporte a corta y larga distancia (5’ev) sin (pUC18 5'ev/TMV:A44/CP) o con la etiqueta
peptidica ‘TST’ (pUC18 5°ev/TMV:TST:A44/CP). 2 ug de cada plasmido se digirieron con 10
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unidades de las enzimas de restriccion Ncol y Nhel (Thermo Fisher Scientific), utilizando el
tampodn Tango en un volumen final de 40ul durante 2 horas a 379C.

3.2.1.3.  Electroforesis en geles de agarosa

Para la preparacion de los geles se partié de una mezcla inicial de agarosa al 1% en
tampodn TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM acetato de sodio, 1 mM EDTA). Antes de la gelificacion
de la solucidn de agarosa, se afiadié 0,5 pl de bromuro de etidio (0,1 pg/ul) por cada 50 ml
de solucion. Tras la gelificacion, se aplicaron las muestras a las que previamente se les
agrego el correspondiente tampon de carga LB (6x) (10 mM Tris-HCl Ph 7,6, 60% glicerol, 60
mM EDTA pH 8.0, 0,03% azul de bromofenol y 0,03% xilencianol). Para determinar el
tamafio de los fragmentos de PCR se empled el marcador de tamafio de 1 kb Plus ADN
Ladder (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) y el ADN se visualizdé mediante un
transiluminador de luz ultravioleta.

3.2.1.4.  Purificaciéon de ADN a partir de geles de agarosa

La extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizé con el Kit Thermo
Scientific GeneJET Gel Extraction Kit, el cual permite obtener altas concentraciones de ADN
puro para su utilizacién en reacciones posteriores. Los fragmentos del gel con los ADNs
deseados se cortaron con un bisturi bajo luz ultravioleta y se colocaron en tubos Eppendorf.
Tras estimar el peso aproximado de cada fragmento de agarosa, se afiadieron 2 volumenes
del tampdn de disolucion (Buffer QG) por gramo de gel, procediendo a incubar a 50°C
durante 5-10 min hasta que el fragmento de gel quedé totalmente disuelto. La solucién
resultante se traspaso a una columna de gel de silice, colocada sobre un tubo Eppendorf de
2 mL, que se centrifugd durante 1 min a 13.000 rpm. Tras descartar la solucidn filtrada, se
procedié al lavado de la columna afadiendo 0,75 ml del tampdén de lavado (Buffer PE),
centrifugando 1 min a 13.000 rpm y retirando el filtrado. Tras eliminar los restos de solucién
de lavado mediante una centrifugacion de 1 min a 13.000 rpm, se traspaso la columna a un
nuevo tubo Eppendorf para eluir el ADN retenido en la columna. Para ello, se afiadieron 20
pl del tampdn de elucidn, se incubd la columna durante 1 min a temperatura ambiente y se
centrifugé durante 1 min a 13.000 rpm.

3.2.1.5. Reaccion de ligacion de ADN

Las reacciones de ligacién de fragmentos de ADN se realizaron con la enzima T4
ADNligase (Promega) en un volumen final de 8ul conteniendo: 0,8 ul de tampdn 10X, 1ul de
polietilenglicol 3350 al 40%, 0,5ul de la T4 ADNIligasa (3U/ul; Promega), 200ng del vector
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plasmidico correspondiente y 400-500ng del Inserto de ADN, previamente digeridos con las
correspondientes enzimas de restriccidon. En estas condiciones, la reaccion de ligacion se
realiza con incubaciones a temperatura ambiente durante 10-15 minutos, aunque en este
trabajo, la mayoria de reacciones se incubaron durante toda la noche.

3.2.1.6.  Electroporacion de plasmidos en E. coli

Los productos de ligacién o los plasmidos purificados se introdujeron en células
competentes de E. coli o de A. tumefaciens mediante electroporacién. Para ello, 50 pl de
células competentes se mezclaron con 4ul de la reacciéon de ligacién o con 30-50ng del
pldsmido correspondiente. La suspensién celular se introdujo en una cubeta de
electroporaciéon de 0,1 cm a la que se le aplicd un pulso de 1450V, utilizando el
electroporador Bio-RAD GenePulser Xcel™. A las células transformadas se le agregd
rapidamente 500 ul de medio LB (10 g triptona, 5 g extracto de levadura y 10 g NaCl por
cada litro de medio) y se incubaron a 37°C durante 1 h. Posteriormente se plaquearon 150ul
de la solucion de células transformadas, en placas petri LB-Agar, conteniendo el antibidtico
correspondiente, y se incubaron a 37°C durante 24h.

3.2.1.7. Seleccion de bacterias recombinantes mediante PCR de colonia

Para hacer la seleccidon de bacterias que contenian el pldsmido con el inserto
adecuado se procedié a analizar directamente las colonias obtenidas en la placa de LB-Agar
mediante reacciones de PCR. Para evitar falsos positivos, en cada reaccidon de amplificacion
se utilizaron dos cebadores que hibridaran con el inserto y vector plasmidico. Asi, se
emplearon los cebadores 1851 (inicio MP de TSWV) y 2908 (antisentido CP de AMV) para
analizar todas las construcciones correspondientes al cADN3 silvestre de AMV en las que se
ha introducido las MPs de TSWV. En el caso de las construcciones correspondientes al cADN
3 de AMV que expresa la GFP, se utilizé la pareja de cebadores 1851 (inicio MP de TSWV) y
2560 (antisentido region TST). Por ultimo, para las construcciones que contienen las MPs
GrauTSWV/T120 y GrauTSWV/V130 se uso la pareja de cebadores 1851/571, donde 571 es
el anti sentido del final del gen de la MP de AMV, correspondiente al fragmento A44 que se
fusiona en todas MPs heterdlogas introducidas en AMV (Tabla 2). La mezcla para la reaccion
de PCR se realizdé en un volumen final de 5ul conteniendo: 1ul Tampdn 5X Green GoTaqg®
Flexi Promega, 0,4ul MgCl, 25mM, 0,1l dNTPs 10mM, 0,5ul de cada cebador (5uM), 0,03pl
GoTag® G2 Flexi ADN polimerasa Promega 5U/ul. Como molde, se introdujo en la mezcla
de reaccion una punta de pipeta que previamente habia tocado en la colonia seleccionada.
Las condiciones de reacciones fueron: para la desnaturalizacidn 942C durante 15 segundos,
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para el alineamiento 559C durante 15 segundos y la extension se realizé a 729C a razén de
1 minuto por kilo base durante 25 ciclos.

Nombre Secuencia del Primer 5’-3’ Sentido Sitio
del de
primer union
571 ACACAAGCTTCAATGATCAGGTAATATTTC Antisentido Final
MP
AMV
668 ACGTTAAGCTTAATACGACTCACTATAGTATTAATACCATTTTC Sentido Inicio
MP
AMV
1602 GCATCCCTTAGGGGCATTCATG Antisentido Final
MP
AMV
1851 CACACATGTTGACTTTTTTCAGC Sentido Inicio
MP
TSWV
1852 CACGCTAGCTATTTCATCAAAAGATAAC Antisentido Final
MP
TSWV
2208 CATCATGAGCAAGGGCGAGGAG Sentido Inicio
GFP
2560 AAATCTAGATCCGGATTTTTCGAACTG Antisentido Final
TST
2908 TTCTTTTGTGAAGAACTCAT Antisentido Ny CP

Tabla 2. Lista de cebadores utilizados en los experimentos. Las secuencias subrayadas
representan sitios de corte de enzimas de restriccién. 571 y 668 tienen sitio de corte para
la enzima Hindlll, 1852 sitio de corte de Nhel, 2560 sitio de corte Xbal.

3.2.1.8.  Purificacion de plasmidos recombinantes

Para la purificacidon de plasmidos bacterianos se utilizé el kit de GenelET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Scientific). Previamente, las bacterias se crecieron a 37°C durante 18
h en medio liquido de LB con el antibidtico correspondiente, partiendo de 6 ml de cultivo,
gue se centrifugé durante 1 minuto a 13000 rpm para luego resuspender el sedimento
(células bacterianas) en 250 ul con el tampdn de resuspension del kit conteniendo RNasa A
(0,1 mg/ml) mediante vértex. Seguidamente, se afiadieron 250 pl de solucion de lisis celular,
procediendo a mezclar suavemente mediante inversién del tubo Eppendorf (5-10 veces) y

se incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubacidn, se anadieron 350
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pl de solucidén de neutralizacion, se mezcld por inversidon y se centrifugd durante 5 min a
13.000 rpm, transfiriendo el sobrenadante resultante a una columna de purificacion, que
se centrifugd durante 1 min a 13.000 rpm. Tras descartar la solucién filtrada, se anadieron
500 ul de solucion de lavado, se centrifugd durante 1 min a 13.000 rpm y se descarté el
filtrado. Tras repetir el proceso de lavado y realizar una centrifugacién adicional de 1 minuto
a 13000rpm para eliminar los retos de solucion de lavado, se transfirié la columna a un
nuevo tubo Eppendorf para eluir el ADN purificado. Para ello, se afiadieron 50 pl de solucién
de elucién libre de nucleasas a la columna de purificacién, se incubd durante 2 min a
temperatura ambiente y se centrifugd durante 2 min a 13.000 rpm. El ADN eluido se guardd
a -20°C hasta su uso.

3.2.1.9.  Cuantificaciéon de dcidos nucleicos

Para la cuantificacion, tanto del ADN plasmidico como de ARN total generado en las
diferentes extracciones, se usé un Nanodrop ND-1000 spectrophotometer con su programa
ND-1000 V3.8. La medicién de la concentracidn se hizo con 1 uL de muestra, obteniéndose
la concentracion en ng/uL.

3.2.1.10. Secuenciacion de dcidos nucleicos

La determinacion de la secuencia de nucledtidos de las diferentes construcciones
generadas en el presente proyecto se realizé por el Servicio de secuenciacién del centro
IBMCP (CSIC-UPV) utilizando los cebadores correspondientes y método de Sanger.

3.2.2. Inoculacién de plantas de Nicotiana tabaccum P12 y Nicotiana
benthamiana

3.2.2.1. Generacion de transcritos

Los transcritos correspondientes a los diferentes ARNs virales de AMV, incluidos el ARN
3 y sus diferentes construcciones, se obtuvieron mediante reacciones de transcripcién con
T7 ARN polymerase (Takara Bio Inc.) en un volumen vinal de 10 pl conteniendo: 1 pl tampdn
transcripciéon 10X (Roche Diagnostic GmbH), 1 ul NTPs 10mM, 0,15 ul Inhibidor de RNsas
(Ribolock ARNse/Thermo Fisher Scientific 40 U/ul), 0,2 ul T7 ARN polymerase (Takara Bio
Inc.; 50 U/ul) y 100-200 ng del molde de ADN. Como molde se utilizd el plasmido
conteniendo el cADN viral, previamente linearizado con el enzima de restriccion Smal
(cADN1 de AMV) o Pstl (cCADN2 o cADN3 de AMV). Alternativamente, también se utilizd
como molde el producto de PCR generado con los cebadores 668/1601. El cebador directo

VP668 contiene el extremo 5°del ARN3 de AMV precedido por la secuencia del promotor
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T7, mientras que el cebador antisentido VP1602 es complementario al extremo 3” del ARN3
de AMV. Las condiciones de amplificacion fueron un paso previo de desnaturalizacién a
962C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 10 s de desnaturalizacidén a 96 ¢C, 5 s de
hibridacién a 53 2Cy 3 min de extensién a 722C. Las reacciones de trascripcion se incubaron
a 379C durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo, se analizé 1 ul de la reaccién de
generacion de transcritos en geles de agarosa al 1% TAE, y tras comprobar la validez de los
mismos, se emplearon los 9 ul restantes para inocular plantas directamente mediante un
abrasivo (Plantas P12) o tras someterlos a una reaccion de capeado (plantas de N.
benthamiana; apartado 3.2.2.2).

3.2.2.2.  Fenolizacion, precipitacion y reaccion de capping de los transcritos

Para proceder a la reaccién de capeado de los ARNs virales generados in vitro, primero
se eliminaron los componentes de la reaccidon de transcripcién mediante fenolizacién y
posterior precipitado de los transcritos generados. Para ello, se afiadié un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) a la reaccién de transcripcidn, se centrifugo a
13000 rpm en frio (42C) durante 5 minutos y se recuperd el sobrenadante al que se le agregd
1/10 del volumen de acetato sédico (AcNa) 0,3M a pH 5,5 y 2,5 volumenes de etanol
absoluto. Tras incubar las muestras a -802C durante 30 minutos o -202C durante 2 horas, se
centrifugaron 15 minutos a 13000 rpm en frio (42C), se lavd el precipitado con 1ml de etanol
al 70 % y se volvid a centrifugar 5 minutos a 8000 rpm a 4 °C. El precipitado obtenido se
resuspendié en agua libre de RNasa.

A continuacidn, se llevd a cabo la reaccidon de capeado con el fin de afiadir la caperuza o
nucledtido alterado en el extremo 5’ de algunos transcritos primarios de eucariotas, como
el precursor de ARN mensajero (ARNm). Este proceso estd altamente regulado y es vital en
la creaciéon de ARNm estables y maduros, capaces de ser traducidos durante la sintesis de
proteinas. Para esta reaccion se utilizé ARN (1-10ug) resuspendido en agua libre de RNasa
(13,5 pl) y el kit ScriptCap™ Capping CellScript, en un volumen final de 20 pl. Para ello y
como paso previo a la reaccion de capeado, el ARN viral se desnaturalizdé mediante
incubacién a 65°C durante 5-10 min y enfriamiento rdpido en hielo. Posteriormente se
afadieron 2 pl tampdn 10X, 2 ul GTP 10mM, 1 ul S-adenoyl-methionine (SAM) 2mM, 0,5 pl
RNase inhibitor (40 U/ul) y 1 pl ScriptCap™ Capping enzima (10 U/ul). La reaccidn se incubd
a 37°Cdurante 1 hora, procediendo directamente a inocular plantas de N. benthamiana.

3.2.2.3.  Inoculacién mecdnica de plantas
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Para este proceso se utilizd una varilla de vidrio, carborundum (compuesto abrasivo
capaz de producir heridas sobre la superficie de la hoja), el inéculo (viriones, transcritos o
ambos). Una vez se marcaron las hojas a ser inoculadas, se les espolvored carborundum y
se le agregd 5ul de indculo/hoja, siendo esparcido por toda la hoja utilizando la varilla de
vidrio. En el caso de plantas P12 se utiliz6 como indculo la reaccién de transcripcion
directamente, contiendo el ARN 3 de AMV o sus diferentes construcciones, a una
concentracion de 1-3 pg/ul. Para la inoculacién de plantas de Nicotiana benthamiana, el
inéculo consistio en una mezcla de los tres ARNs de AMV (cada ARN a una concentracion
de 1-3 pg/ul), previamente capeados, junto con viriones extraidos de plantas P12
inoculadas con el correspondiente ARN 3 de AMV.

3.2.3. Deteccion viral mediante hibridacion molecular no radioactiva tipo dot-
blot

La deteccidén rdpida de tejido infectado se realizd mediante hibridacién molecular
(Pallas et al., 1998) utilizando una sonda de ARN marcada con digoxigenina vy
complementaria al gen de la proteina de cubierta de AMV. Para ello, el tejido se triturd a
temperatura ambiente con 2-3 volumenes del tampdn citrato sédico (50mM Citrato sédico,
5mM de EDTA a pH 8,5), aplicando 3pul del extracto directamente en una membrana de
Nylon cargada positivamente. Tras dejar secar y fijar los acidos nucleicos mediante un
entrecruzador de luz ultravioleta, (Vilberlourmat a 0,180 Jouls) se procedié a bloquear los
sitios inespecificos de unién, incubando las membranas en un horno de hibridacién a 68 2C
durante 2-3 h con la solucién de prehibridacion (5 ml/100 cm? de membrana) compuesta
de 50 % de formamida desionizada, 5 x SSC (NaCl 750 mM, citrato sddico 75 mM, pH 7,0),
N-lauroilsarcosina 0,1 % (p/v), SDS 0,02 % (p/v) y 2 x agente bloqueante (Roche). A
continuacion, se retird la solucién de prehibridacion y se afiadié la de hibridacion, con la
misma composicidon que la anterior, pero conteniendo la sonda dig-ARN (20 ng/ml). Las
membranas se incubaron en dicha solucidén a 68 2C durante al menos 8 h. Tras realizar la
hibridacién, las membranas se lavaron 2 x 5 min a temperatura ambiente con la solucién de
lavado | (2 x SSCy SDS 0,01 %) y a continuacion 2 x 30 min a 68 2C con la solucién de lavado
I1(0,1 x SSCy SDS 0,1 %)

La deteccidon inmunolégica se realizdé incubando las membranas 2-5 min en el
tampon de lavado (acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5, Tween-20, 0,3 % (v/v)) para
posteriormente incubar durante 30 min con la solucidn de bloqueo (agente bloqueante,
Roche) diluido 1:10 en acido maleico 0,1 M y NaCl 0,15 M, pH 7,5. A continuacién, se
incubaron las membranas durante otros 30 min con una solucidn anti-digoxigenina-
fosfatasa alcalina (Roche) diluida 1:10.000 en la solucién de bloqueo. Para eliminar el exceso
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de anticuerpo no unido, las membranas se lavaron 2 x 15 min con el tampon de lavado, y
posteriormente se equilibraron durante 5 min en el tampdn de equilibrado (Tris-HCI 0,1 M,
NaCl 0,1 M, MgCI2 50 mM pH 9,5). Todos los pasos fueron realizados a temperatura
ambiente.

El revelado de las membranas se realizé el substrato quimioluminiscente CSPD
(Roche). La solucidon de substrato fue diluida 1:100 en el tampdn de equilibrado, incubando
la membrana sin agitacion y en oscuridad durante 5 min en 5 ml de solucién/100 cm? de
membrana. Tras retirar el substrato, las membranas se expusieron con pelicula Kodak X-
Omat AR durante aproximadamente 15 min. Adicionalmente, se realizaron exposiciones
mas largas de 2-3 h. Alternativamente, la sefal quimioluminiscente se visualizd mediante el
sistema digital LAS 3000 Imaging System From Fuiji.

3.2.4. Extraccién de ARN total y RT-PCR

En los casos en los que la extraccién de ARN se hizo a partir de tejido, se utilizo el
protocolo de extraccién recomendado para el reactivo Tri Reagent (trizol). 100 mg de tejido
se homogeneizd con N3 liquido en tubo Eppendorf afiadiendo 1mL de Tri Reagent. Tras
mezclar mediante vértex e incubar 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 200ul
de cloroformo, volviendo a mezclar con vértex e incubar durante 3-5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacidn, se centrifugd a 15000 rpom durante 15 minutos a 4 2C, recogiendo
la fase acuosa en un nuevo Eppendorf y afadiéndole 1/5 del volumen obtenido de
cloroformo. Tras incubar 2-3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugé a 15000 rpm
durante 10 minutos a 4 9C, recuperando la fase acuosa a la que se le afiadié 1 volumen de
isopropanol. Tras incubar 10 minutos en hielo, se centrifugd a 14000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. El sedimento obtenido se lavd con 1 ml de EtOH 70 % y se centrifugd a 8000
rom durante 5 minutos a 4 2C. El precipitado resultante se dejo secar y se resuspendié en
90 ul de agua, procediendo a realizar una nueva precipitacion con EtOH absoluto, tal y como
se describe en el apartado 3.2.2. Por ultimo, el sedimento obtenido se resuspendié en 15-
20 pl de agua estéril y se almacend a -20 2C hasta su uso.

La extraccion de ARN a partir de viridn purificado se realiz6 mediante tratamiento
con SDSy fenolizacién. La purificacidn ser realizé partiendo de 100 ul de extracto de viriones
parcialmente purificados (apartado 3.2.6) a los que se afiadié 5 ul SDS 20 % (p/v). Tras
realizar dos extracciones fendlicas, se procedid a precipitar la fase acuosa resultante
afiadiendo 1/10 vol de acetato sdédico 3 M pH 5,5 y 2,5 volimenes de etanol absoluto
(apartado 3.2.2). El precipitado resultante se resuspendié en 15-20 ul de agua estéril y se
almacend a -20 2C hasta su uso.
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Para verificar la estabilidad de las diferentes construcciones del ARN3 de AMV en los
diferentes pasos de amplificacién (Planta P12 o N. benthamiana), los ARNs totales
extraidos, tanto de virion como de tejido infectado, se analizaron mediante RT-PCR
utilizando la pareja de cebadores 1851/571 (tabla 2) que amplifica todo el casete de la
construccion. La reaccién de RT-PCR se realizd con el Kit de Invitrogen SuperScript®lll One-
Step RT-PCR platinum® Tag HiFi (Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific), en un volumen final
de 10 pl conteniendo: 5 pl del tampdn 2X, 1 ul de la mezcla de cebadores (5 uM cada
cebador), 0,15 pl Inhibidor RNasas (40U/ul), 0,1 pl de SSllI RT/Platinum® Tag HiFi enzyme
Mix (2,5 U/ul) y 0,3 ul del ARN extraido. Las reacciones se incubaron en un primer paso de
RT a 50 2C durante 30 minutos, luego para la desnaturalizacion 10 segundos a 9429C, el
alineamiento 15 segundos a 55 2Cy la extension a 68 2C a razén de un minuto por kilo base
durante 40 ciclos. Los amplicones resultantes se analizaron en geles de agarosa/TAE al 1%
(apartado 3.2.1.3). Alternativamente, los fragmentos de ADN obtenidos se extrajeron de
gel de agarosa (apartado 3.2.1.4) y se utilizaron directamente para determinar la secuencia
de acidos nucleicos, utilizando los cebadores 1851 y/o 571.

3.2.5. Visualizacion y cuantificacién de focos de infecciéon en hojas inoculadas

La utilizaciéon de la variante del ARN 3 de AMV que expresa la proteina de
fluorescencia verde (GFP), permitio visualizar los focos de infeccién en tejido infectado. La
deteccion de la GFP se realizé a 2 dpi utilizando una lupa Leica MZ 16F, excitando 488nm y
registrando la emisién de fluorescencia en el espectro 510-560 nm. La determinacién del
didmetro de los focos de infeccidn se realizé con el programa Image J (Wayne, Rasband,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; http://rsbweb.nih.gov/ij) utilizando un
total de 60 focos por construccion.

3.2.6. Purificacion de viriones a partir de plantas infectadas

La purificacion de particulas virales se realizo a partir de 0,5 gramos de tejido infectado,
tanto hojas inoculadas como sistémicas, de N. benthamiana y/o N. tabacum P12 a 7 dpi. El
tejido se trituré en mortero a temperatura ambiente con 2 volimenes de tampdn de
extraccién TE (KzHPO4 100 mM, acido ascérbico 100 mM, EDTA 20 mM, pH 7,1). El extracto
generado se transfirid a un tubo Eppendorf y se mezclé con 0,5 ml de una mezcla de
cloroformo:butanol 1:1 (v/v) mediante vértex, durante un minuto. EIl homogenado se
centrifugd a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y al sobrenadante se le afiadid 1/5 del
volumen de polietilenglicol 20.000 al 30 %. Tras mezclar suavemente mediante varias
inversiones e incubar 15 minutos en hielo, se centrifugd a 6500 rpm durante 10 minutos a
49C. El precipitado resultante se resuspendié con 200 pl de tampdn PEN (tampdn fosfato
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10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0) y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Tras
centrifugar a 6500 rpm durante 5 min, el sobrenadante enriquecido en particulas virales se
guardd a -20 oC hasta su posterior utilizacidon.

3.2.7. Ensayo de BiFC

Las colonias de A. tumefaciens C58 previamente seleccionadas se pusieron a crecer
en LB con kanamicina (50 pg/ml) y rifampicina (25ug/ml) a 28 2C por 24 h, el cultivo de
bacterias se resuspendid en tampodn de infiltracion (MgCl2 10 mM, 2-(N-
morpholino)ethanesulphonic acid (MES) 10mM, pH 5,6). La infiltracidon se realizd
utilizando una suspensién de bacterias con una densidad éptica a 600 nm (ODego) de
0,4 y 0,2 para BiFC y andlisis de localizacién subcelular, respectivamente. En todos los
casos, los cultivos se infiltraron en plantas de N. benthamiana de 3 semanas de edad.

Las imagenes fueron tomadas con un microscopio Zeiss LSM 780. Las longitudes de
onda de excitacion y emision fueron 488 y 508 nm para la GFP, 514 y 527 nm para YFP
y 405 y 460-535 nm para el azul de anilina, respectivamente.

3.2.7.1. Deteccion de proteinas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE)-SDS

El andlisis de proteinas se realizé en geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) segun el método descrito por Laemmli (1970). A las
diferentes muestras proteicas, obtenidas a partir de tejido agroinfiltrado, se les afiadié 1 vol
de tampon Laemmli 1 x (Laemmli 1 x: glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 5 %, SDS 2 %, Tris-
HCI2 M pH 6,8, DTT 0,1 %) y se desnaturalizaron a 100 2C durante 10 min. Las electroforesis
se realizaron en geles discontinuos compuestos de un gel concentrador (375 pl de
acrilamida al 40 %, 380 ul de Tris-HCI 2 M pH 6,8, 15 ul SDS 10 %, 2,2 ml de agua) que se
polimerizé con 30 pl de persulfato amoénico al 10 % (p/v) y 3 pl de Temed (Sigma) y un gel
separador (3 ml de acrilamida al 40 %, 2,5 ml de Tris-HCl 2 M pH 8,8, 50 ul SDS 10 %, 4,4 mi
de agua) al que se le adicionaron para la polimerizacién 100 pl de persulfato amodnico al 10
% (p/v) y 10 pl de Temed (Sigma). Las electroforesis se realizaron en tampoén TGS 1 x (Tris
25 mM, glicina 192 mM pH 8,3, SDS 0,1 %) a 100 V durante 1 h.

3.2.7.2.  Anadlisis tipo Western blot

Las proteinas, previamente separadas mediante SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Immuno-Lite, Laboratorios BioRad, Richmond, CA, USA)
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durante 1 h a 100 V, en tampon de transferencia TGM (Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 192
mM y metanol 20 % (v/v)). La inmunodeteccidén de los diferentes epitopos se realizé
blogueando, en primer lugar, los sitios inespecificos de unién con un lavado de 1 h en TBS
+ Teewn20 (NaCl 135 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8 mM, pH 7,2) con
seroalbumina bovina (BSA) al 5 %. El anticuerpo primario fue diluido 1:1500 para el Nt de la
GFP (Sigma, producido en conejo) y 1:10000 para el Ct de la GFP (Sigma, producido en
ratén), en TBS + Teewn20 con BSA al 2,5 %. Después de 2 h de incubacién a temperatura
ambiente con el anticuerpo primario, para estos experimentos se dejé el anticuerpo
primario incubando toda la noche a 42C, las membranas se lavaron tres veces durante 10
minutos en TBS + Teewn20 y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario IgG
anti-conejo o anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma) diluido 1:10.00 en TBS +
Teewn20 con BSA al 2,5 %. Para el revelado de la membrana, después de repetir los lavados
de 10 min cada uno en TBS + Teewn20, se afiadio el substrato quimioluminiscente AMPPD
(Amersham™) diluido 1:100 en el tampdn de equilibrado (Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCI2
50 mM pH 9,5). La membrana se incubd sin agitacién y en oscuridad durante 5 min en 5 ml
de solucion/100 cm2 de membrana. Después de retirar el substrato, la membrana se incubé
a 37 2C durante 15 min y posteriormente se expuso una pelicula Kodak X-Omat AR durante
30-120 min.

3.2.8. Inmunoprecipitacion de complejos MP-proteinas del huésped mediante
cromatografia de afinidad

3.2.8.1.  Extraccion de proteinas en condiciones nativas

Para la extraccién de proteinas en condiciones nativas se utilizaron 15 g de tejido
infectado a 11 dpi, tal y como se explica en el apartado 3.2.2. El tejido se homogeneizd con
nitrégeno liquido utilizando 3 voliumenes de tampdn de extraccion (Tris-HCI 100 mM, pH
8,0, KCI 150 mM, MgCl; 10 mM, DTT 10 mM, EDTA 1 mM, Nonidet P-40 1%),
complementado con un cdctel de inhibidores de proteasas (Complete Roche). Tras filtrar el
extracto a través de dos capas de tela de Miracloth, se centrifugd a 12.000 g durante 15 min
a4 °Cy el sobrenadante obtenido se volvid a centrifugar a 95.000 g durante 45 min a 4 oC.
El sobrenadante generado se sometid directamente a purificacion en columnas anti-TST.

3.2.8.2.  Purificacion mediante columna anti-TST

La purificaciéon de las proteinas marcadas con la etiqueta TST (Twin-Strep-tag;
WSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK)(Schmidt et al. 2013) se realizd mediante una
columna 1-ml Strep-Tactin Superflow column (IBA), con un sistema de cromatografia liquida

AKTA Prime Plus (GE Healthcare), que opera a 4 2C con un flujo de ratio 1 ml/min. Tras
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equilibrar la columna con 10 ml de tampdn de extraccién (apartado 3.2.8.1) se aplicaron los
extractos de proteina obtenidos en el apartado 3.2.8.1. Tras lavar la comuna con 20 ml de
tampon de extraccidn se procedid a eluir las proteinas retenidas mediante la aplicacién de
20 ml de tampdn de extracciéon conteniendo D-destiobiotina 10 mM. Las diferentes
fracciones obtenidas se analizaron mediante Western blot utilizando un anticuerpo antiTST
(Strep MAB-Classic-HRP mab anti Step-Tag (IBA)) en una dilucién 1:10000 conjugado con
fosfatasa alcalina.

3.2.8.3.  Deteccion de proteinas en gel PAGE-SDS

El analisis de proteinas se realiz6 como se indica en el apartado 3.2.7.1. A diferencia de
este, a las diferentes muestras proteicas, se les afiadid 1 vol de tampdén Laemmli 2 x
(Laemmli 1 x: glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 5 %, SDS 2 %, Tris-HCl 2 M pH 6,8, azul de
bromofenol 0,01 %, DTT 0,1%).
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4. Resultados y discusion

La inexistencia de clones infecciosos para Tospovirus esta condicionando el estudio
de este género viral mediante aproximaciones de genética reversa. Parte de estas
limitaciones se pueden obviar mediante sistemas heterélogos que permiten caracterizar
algunas de las propiedades de los diferentes componentes moleculares del virus. Sin
embargo, el andlisis funcional de proteinas virales en sistemas heterélogos suele ser una
excepcion por la incompatibilidad del propio sistema. En el caso de las proteinas de
movimiento y en especial las pertenecientes a la familia 30K (Melcher, 2000), se ha
comprobado al menos para miembros de 9 géneros virales, que son funcionalmente
intercambiables por la MP del virus del mosaico de la alfalfa (AMV), para el transporte local
y sistémico cuando se les fusiona los ultimos 44 amino acidos (aa) del extremo C-terminal
de la MP del AMV, indicando que una o mas propiedades bdsicas de las MPs tienen que
estar asociadas con las estructuras secundarias/terciarias conservadas (Fajardo et al., 2013,
Sanchez-Navarro and Bol, 2001, Sanchez-Navarro et al., 2006, Sanchez-Navarro et al.,
2010). Las proteinas de movimiento del género Tospovirus, incluidas dentro de la familia
30K, son funcionalmente intercambiables por la MP de AMV (Peiré et al., 2014; Leastro et
al., 2017), lo que posibilita su andlisis funcional en un contexto de replicacién viral. En el
presente trabajo final de Master se ha abordado la obtencion de clones hibridos de la
proteina de movimiento de TSWV (NSwm) en el sistema AMV para el estudio y caracterizacién
de factores celulares implicados en su funcionalidad, utilizando el sistema de purificacién
por columna de proteinas con la etiqueta TST (Schmidt et al. 2013). Este nuevo abordaje
permitird caracterizar factores celulares que interaccionen directa o indirectamente
(complejos celulares) con las proteinas de movimiento, en un contexto de infeccién viral y
obviando los problemas inherentes al uso de proteinas de membrana o con caracter
hidrofébico, mediante las aproximaciones clasicas (e.j. sistema de doble hibrido, etc).

4.1.0btencion de clones hibridos de TSWV en el sistema AMV

Con el fin de insertar la MP de diferentes aislados de TSWV en el sistema AMV, el
primer paso fue amplificar, mediante PCR, las diferentes MPs con los sitios de corte
adecuados (Pscl y Nhel), utilizando los cebadores 1851 y 1852, asi como los moldes
disponibles en el laboratorio (Peir6 et al., 2014) (Figura 9).

31



2000 pb

1000 pb
650 pb
500 pb

Figura 9. Productos de PCR correspondientes a las MPs de TSWV de los aislados Gr1NL2 (1)
y Grau (2), obtenidos con los cebadores 1851 y 1852. En cada carril se analizaron 2 u del
total de 25 de reaccién. M, marcador 1Kb ADN ladder plus.

El segundo paso fue la digestidn de los plasmidos con las diferentes construcciones
del ARN 3 de AMV, utilizados en el andlisis de las MPs de TSWV. En el presente proyecto se
han utilizado 3 variantes del ARN 3 que tienen insertado la MP del TMV para poder ser
intercambiada: la primera contiene un 5 no traducible evolucionado para un mejor
transporte intercelular del virus asi como la etiqueta TST precediendo los 44 amino acidos
C terminales de la MP de AMV (pUC18 5°ev/TMV:TST:A44/CP). Esta construccion se utilizara
para la caracterizacién de factores celulares que interaccionan con las diferentes MPs de
TSWV mediante el uso de columnas de afinidad especificas de la etiqueta TST. La segunda
construccion es idéntica a la variante utilizada para la purificacidon de proteinas pero sin la
etiqueta TST (pUC18 5°ev/TMV:A44/CP), utilizada como control negativo. La tercera
construccién es una variante de la ARN 3 de AMV que lleva la etiqueta TST pero que
incorpora la proteina fluorescente verde GFP (pUC18 GFP/TMV:TST:A44/CP) y que permite
visualizar y cuantificar el transporte célula a célula. La digestion de los diferentes plasmidos
se realizé con las enzimas de restriccion Ncol y Nhel, que permiten la liberacion del gen
correspondiente a la MP de TMV. La purificacion del vector plasmidico correspondiente a
las diferentes variantes del ARN 3 de AMV sin el gen de la MP de TMV, se realizé a partir de
geles de agarosa (Figura 10).
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Figura 10. Purificacion de vectores plasmidicos utilizados para insertar las MPs de TSWV.
Las plasmidos pUC18 5°ev/TMV:TST:A44/CP (1) y pUC18 5°ev/TMV:A44/CP (2),
previamente digeridos con los enzimas de restriccion Ncol/Nhel, se extrajeron a partir de
gel de agarosa/TAE al 1%, utilizando los 25 ul de la reaccion de digestién. La banda
purificada (plasmido digerido) corresponde a la construccién del ADNc 3 de AMV sin la MP
de TMV (inserto TMV). M, marcador de peso molecular 1Kb ADN ladder plus.

El tercer paso fue la ligacién entre los vectores plasmidicos, conteniendo las
diferentes construcciones del ARN 3 de AMV, y las MPs de TSWV, previamente digeridos
con Ncol/Nhel y Pscl/Nhel, respectivamente. Como paso previo a la reaccion de ligacion, se
analizaron en gel de agarosa tanto los vectores plasmidicos como los insertos extraidos de
gel, para estimar su concentracién y ajustar las cantidades en las reacciones de ligacién
(Figura 11). Tras la reaccion de ligacidn, se transformaron células DH5a de E. coli y se
plaguearon en medio LB suplementado con ampicilina. Tras incubar las placas durante 14
horas a 372C, se seleccionaron las bacterias recombinantes mediante analisis tipo PCR
directamente de colonia, utilizando para ello los cebadores 1851 y 2908 (Figura 12).
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1000 pb —

Figura 11. Analisis en gel de agarosa/TAE al 1 % de los insertos Grau (1), GrINL2 (2) y
vectores plasmidicos extraidos de gel y utilizados en las diferentes reacciones de ligacién
pUC18 5’ev/TMV:TST:A44/CP (3), pUC18 5’ev/TMV:A44/CP (4), pUC18 GFP/
TMV:TST:A44/CP (5). M, marcador 1 Kb ADN Ladder plus. En cada carril se analizaron 2 pl
del total de 20 ul extraidos de gel.

Por ultimo, se realizd una purificacion de plasmidos recombinantes de las bacterias
seleccionadas mediante el analisis PCR de colonia. Los plasmidos obtenidos de la
purificacion fueron cuantificados y se mandaron a secuenciar para descartar cualquier error
durante el proceso de clonacion.
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Figura 12. Andlisis en geles de agarosa/TAE al 1 % de los productos de amplificacion
generados durante el analisis de PCR de colonias con los cebadores 1851 y 2908. En color
rojo se marcan los productos de PCR de las colonias seleccionadas para hacer purificacién
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de plasmidos y secuenciacion. M, marcador 1 Kb ADN Ladder plus, (1) producto de PCR de
las colonias con plasmido pUC18 5'ev/GriNL2:A44/CP, (2) pUC18 5'ev/Gr1NL2:TST:A44/CP,
(3) pUC18 5'ev/Grau:A44/CP, (4) pUC18 5'ev/Grau:TST:A44/CP. En cada carril se analizaron
los 5 ul de la reaccién de PCR.

4.2.Verificacion de infectividad de los clones con etiqueta TST

Una vez obtenidos los pldsmidos con las construcciones correspondientes se realizd
una reaccion de PCR para amplificar el ADNc 3 de AMV junto con el promotor de la T7 ARN
polimerasa, utilizando los cebadores 668/1602 (Figura 13). El producto de PCR se utilizd
directamente en la reaccion de transcripcion, sin necesidad de realizar pasos adicionales de
purificacién.

5000 pb
3000 pb

2000 pb

Figura 13. Analisis de los productos de PCR obtenidos con los cebadores 668/1602 y
correspondientes a las diferentes variantes del ADNc 3 de AMV junto con el promotor T7
de la ARN polimerasa. M, Marcador 1Kb ADN ladder plus. Cada carril contiene 2l de los
10ul de la reaccion de PCR. (1) GFP/GrauTSWV/V130:TST:A44/CP, (2)
GFP/GrauTSWV/T120:TST:A44/CP, (3) GFP/Grau:TST:A44/CP, (4) GFP/Gri1NL2:TST:A44/CP,
(5) 5’ev/GrauTSWV/T120:A44/CP, (6) 5’ev/GrauTSWV/V130:A44/CP, (7)
5’ev/GriNL2:TST:A44/CP, (8) 5’ev/Grau:A44/CP, (9) 5’ev/GrauTSWV/V130:TST:A44/CP,
(10) 5°ev/GrauTSWV/T120:TST:A44/CP, (11) 5’ev/Grau:TST:A44/CP, (12) 5’ev/
GriNL2:TST:A44/CP, (13) Control negativo PCR.

Como paso previo a la purificacién de factores celulares que interaccionan con la
proteina de movimiento del virus del bronceado del tomate mediante columnas de afinidad
a la etiqueta TST, procedimos a analizar la influencia de la etiqueta en la funcionalidad de
la proteina de movimiento. Para ello, utilizamos las construcciones del ARN 3 de AMV que
expresan la GFP y permiten visualizar y cuantificar el transporte a corta distancia. Los
transcritos obtenidos a partir de los moldes generados por PCR (Figura 14) se inocularon
directamente en plantas P12, las cuales expresan de manera constitutiva el complejo
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replicativo del virus, analizando los focos de infeccion a partir de segundo dia post
inoculacién (dpi).

2000 pb

1000 pb Transcripcion

Figura 14. Analisis en gel de agarosa/TAE al 1 % de los transcritos obtenidos a partir de la
construcciones GFP/GrauTSWV/V130:TST:A44/CP (1), GFP/GrauTSWV/T120:TST:A44/CP
(2), GFP/GRAU:TST:A44/CP (3) y GFP/Gr1NL2:TST:A44/CP (4). M, Marcador 1Kb ADN ladder
plus. En cada carril se analizaron 2 pl de los 10 pul de la reaccion de transcripcién.

Figura 15. Detalle de una hoja vista en lupa con luz ultravioleta con filtro para la GFP. En
color amarillo se pueden apreciar los focos de infeccidn del virus. Los circulos negros indican
la posicién de parte de los focos de infeccidn utilizados para cuantificar el didmetro.
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La deteccién de la seial derivada de la GFP en las hojas inoculadas puso de
manifiesto que todas las construcciones ensayadas generaban focos de infeccidon
claramente visibles a 2 dpi (Figura 15). Para cuantificar el funcionamiento de las diferentes
proteinas de movimiento, se determind el didmetro de 60 focos de infeccion (Grafico 1).
Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la proteina movimiento que generé
mayores focos de infeccidén correspondid a la del aislado GrauTSWV/T120, seguida de
GriNL2, Grau y GrauTSWV/V130. Resultados similares se obtuvieron con las variantes
correspondientes sin la etiqueta TST (Peird et al., 2014), indicando que la presencia de la
etiqueta TST no alteraba la funcionalidad de la proteina de movimiento.
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0,180

0,160

0,140

B GrauTSWV/T120

0,120

0,100 1 GrauTSWV/V130

0,080 H Grau

0,060 W GriNL2
0,040

0,020

0,000

Grafico 1. Representacion de la media aritmética del perimetro de 60 focos de infeccion
observados en Plantas P12 a 2 dpi. Barra de error corresponde a la desviacién estandar.

Los aislados Grau y GriNL2 son variantes naturales del TSWV que difieren en su
capacidad de superar (Grau) o no (Gr1NL2) la resistencia mediada por gen Sw-5b, donde la
proteina de movimiento es el determinante de avirulencia (Peird et al., 2014). La proteina
de movimiento de Grau difiere en dos aminoacidos con respecto a la del aislado Gr1NL2, en
las posiciones 120 y 130. La mutacién en el aminodcido 130 es la responsable de que Grau
sea capaz de superar la resistencia mediada por el gen Sw-5b (Peird et al., 2014). Sin
embargo y como se observa en el grafico 1, este cambio (TSWV/V130) afecta a la
funcionalidad de la proteina al reducir significativamente el transporte viral, requiriendo de
un segundo cambio en el aminodacido 120 (GrauTSWV/T120) para compensar la deficiencia
asociada al residuo 120. Estos dos cambios permiten que Grau tenga una capacidad
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infectiva casi tan eficiente como su homologo silvestre Gr1NL2, al menos en el transporte
célula a célula.

Estos resultados nos indican que la inclusién de la etiqueta TST no altera la
funcionalidad de la proteina de movimiento y que los aislados son capaces de reproducir la
capacidad infectiva esperada en las variantes naturales como se observa en el grafico 1.

4.3. Obtencion de viriones de AMV

AMV e llarvirus requieren de unas pocas moléculas de proteina de cubierta (CP) o
en su defecto del ARN 4 para ser infecciosos. Este fenédmeno, denominado ‘activacion
gendmica’, fue descrito por primera vez para el AMV (Bol et al., 1971) y esta relacionado
con la capacidad de la CP de unirse al extremo 3’ no traducible de los ARNs virales y de
inducir la expresién de las diferentes proteinas (Bol, 2005). En ese sentido y una vez
verificada la funcionalidad de las diferentes MPs de TSWV con la etiqueta TST, se procedio
a la obtencion de los viriones como fuente de CP, para inocular plantas de Nicotiana
benthamiana. Para ello se realizé una transcripcion de todas las construcciones con y sin
TST y carentes del gen de la GFP (Figura 16) que se inocularon directamente en plantas P12.

M 1 2 3: A4 5 6 7 8

2000 pb ——

1000pb Transcripcion

Figura 16. Analisis en gel de agarosa/TAE al 1 % de los trascritos obtenidos a partir de las
construcciones 5’ev/GrauTSWV/T120:A44/CP (1), 5’ev/GrauTSWV/V130:A44/CP (2),
5’ev/GriNL2:A44/CP (3), 5’ev/Grau:A44/CP (4), 5’ev/GrauTSWV/V130:TST:A44/CP (5),
5’ev/GrauTSWV/T120:TST:A44/CP (6), 5’ev/Grau:TST:A44/CP (7) y
5’ev/Gr1NL2:TST:A44/CP (8). En cada carril se analizd 1 pl de los 10 ul de la reaccion de
transcripcion. M, Marcador 1Kb ADN ladder plus. La banda correspondiente al transcrito
del ARN 3 de AMV esta indicada.
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A los 7 dpi se realizo la purificacion de viriones a partir de plantas P12, los cuales
contienen encapsidado solo moléculas de los ARN 3 y 4 de AMV. La fraccién enriquecida de
particulas virales se analizé en geles de agarosa/TAE al 1%, observando la banda esperada
en todas las construcciones ensayadas, aunque con diferente intensidad. La presencia de
las moléculas de ARN 3 y 4 en las fracciones purificadas de viriones se confirmé mediante
analisis tipo dot-blot utilizando una sonda marcada con digoxigenina y complementaria al
gen de la CP (Figura 17). Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto la presencia de
los ARNs virales en todas las fracciones obtenidas de viriones, aunque con diferente
intensidad, indicando una mayor o menor acumulacién de particulas virales.

12000 pb Banda
5000 pb ’ esperada de

2000 pb . Virion

w
)]
~
[o5]

Banda . .
12000 pb ' _} «———esperadade e
2000 pb ' : Virién €« O C N ]

Figura 17. Andlisis de las particulas virales purificadas a partir de plantas P12 inoculadas con
las construcciones 5’ev/GrauTSWV/T120:A44/CP (1), 5’ev/GrauTSWV/V130:A44/CP (2),
5’ev/Gr1NL2:A44/CP (3), 5’ev/Grau:A44/CP (4), 5’ev/GrauTSWV/V130:TST:A44/CP (5),
5’ev/GrauTSWV/T120:TST:A44/CP (6), 5’ev/Grau:TST:A44/CP (7) y
5’ev/Gr1NL2:TST:A44/CP (8). (A) Analisis de 10l de los 100 pl obtenidos de la fraccién de
viriones en Gel de agarosa/TAE al 1 %. (B) Analisis tipo dot-blot utilizando una sonda
marcada con digoxigenina y complementaria al gen de la CP. En cada muestra se aplicé 3ul
de la fraccidn purificada. M, Marcador 1Kb ADN ladder plus. La banda correspondiente al
virién de AMV esta indicada.

Una vez obtenidos los diferentes viriones a partir de plantas P12, se procedid a
sintetizar los transcritos correspondientes al ARN 1y 2 de AMV, asi como de las diferentes
construcciones del ARN 3 de AMV. Después de la transcripcion, los transcritos obtenidos se
fenolizaron y precipitaron para poder someterlos a la reaccién de capeado, la cual se realiz
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en un volumen final de 20 pul, conteniendo varios microgramos de los tres ARN virales por
construccion. Tras finalizar la reaccion de capeado, se anadié a la mezcla de reaccién 5 pl
de la fraccion correspondiente de viriores purificados, procediendo a inocular directamente
sobre plantas de N. benthamiana. A los 7 dpi se realizé la extraccion de viriones, los cuales
contienen todos los ARNs virales encapsidados, pudiéndose utilizar directamente como
fuente de indculo en experimentos posteriores. Sin embargo, de todas las construcciones
ensayadas solo se obtuvieron virones purificados para ambos componentes de cada
construccion (con o sin la etiqueta TST) para la variante Gr1NL2, utilizandola en el estudio
posterior de purificacion de factores celulares que interaccionan con al MP viral.

La fraccién enriquecida de viriones obtenida de plantas de Nicotiana benthamiana
y correspondiente a las construcciones 5’ev/GriNL2:A44/CP y 5’ev/GriNL2:TST:A44/CP, se
utilizé para inocular directamente 12 plantas de N. benthamiana por construcciéon, con el
objetivo de obtener la cantidad de tejido infectado (15 gramos) requerido para abordar el
experimento de purificacién de proteinas etiquetadas por columnas de afinidad. Como paso
previo y tras triturar los 15 gramos de tejido infectado con nitrégeno liquido, se realizé una
extraccién de ARN total (Tri-Reagent) a partir de 0,1 gramos de tejido, para confirmar tanto
por RT-PCR como por secuenciacion, la presencia de las diferentes MPs virales. Para ello,
las reacciones de RT-PCR se realizaron con los cebadores 1851 y 2908, que permiten la
amplificacién del gen completo de la MP de TSWV junto con la region que codifica los 44
aminodacidos del extremo C-terminal de la MP de AMV. Los resultados obtenidos tanto por
RT-PCR (Figura 18) como por secuenciacién, pusieron de manifiesto que los genes
correspondientes a las diferentes MPs no habian sido alterados en los diferentes pasos de
infeccidon en plantas P12 y/o N. benthamiana.
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Figura 18. Analisis en gel de agarosa/TAE al 1 % de los productos de RT-PCR obtenidos con
los cebadores 1851 y 2908 a partir de ARN total extraido de N. benthamiana inoculada con
tampén (3) o inoculadas con las construcciones 5’ev/GriNL2:A44/CP (1) vy
5’ev/GriNL2:TST:A44/CP (2). M, Marcador 1Kb ADN ladder plus.

4.4. Purificacion de complejos MP-proteinas del huésped

Para purificar complejos especificos formados entre la MPs virales y proteinas del
virus o del huésped, se utilizaron columnas de afinidad contra la etiqueta TST introducida
en la MP viral. Extractos de proteinas totales correspondientes a los 15 gramos de tejido
infectado con las construcciones 5’ev/GriNL2:A44/CP y 5’ev/GriNL2:TST:A44/CP, se
purificaron por columna tal y como se ha descrito en la seccién de Materiales y Métodos
(3.2.8). Como resultado se obtuvieron 20 eluidos de 0,5 ml por construccion, de los cuales
se analizaron los 9 primeros por western-blot, utilizando un anticuerpo especifico de la
etiqueta TST (Figura 19). Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que los eluidos 4,
56,7,8y9, procedentes del tejido infectado con la construccion 5’ev/GriNL2:TST:A44/CP,
contenian la MP viral con la etiqueta TST, no observandole sefial en los eluidos obtenidos
con el tejido infectado con la construccidn sin la etiqueta TST (5’ev/GriNL2:A44/CP). Los
eluidos 5, 6, 7 y 8 de ambas purificaciones, se han enviado a la Unidad de Protedmica del
Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad de
Valencia para identificar las proteinas presentes mediante LC-MS/MS (AR, GM). Previo al
envio de las muestras, se determind la concentracion proteica total en las dos muestras
resultantes de mezclar los 4 eluidos, mediante nanodrop y Bradford (Bradfor, 1976)
estimandose una concentracion de entre 0,5-0,8 mg/ml.
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Figura 19. Analisis Western Blot de los eluidos obtenidos con columnas anti-TST a partir de
tejido infectado con las construcciones 5'ev/GriNL2:A44/CP (A) y 5’ev/Gri1NL2:TST:A44/CP
(B). Para el andlisis se utilizé un anticuerpo Anti-TST conjugado con fosfatasa alcalina. Los
numeros indican el eluido de 0,5 ml correspondiente del que se ha analizado 15 pl.

La identificacion de proteinas especificas de la fraccidn eluida con la MP de TSWV
conteniendo la etiqueta TST, serdn potenciales factores celulares involucrados en la
interaccion directa o indirecta, con la proteina viral, abriendo interesantes lineas de
investigacion para el género Tospovirus y/o la familia 30k. Los resultados obtenidos hasta
la fecha mediante el sistema de dos hibridos y utilizando la MP de TSWV completa (Soellick
et al., 2000) o con los 62 residuos de amino acidos del extremo C-terminal eliminados (von
Bargen et al., 2001) han permitido caracterizar la interaccién con una proteina chaperona
(ADNj-like) y con un componente del citoesqueleto (At-4/1), respectivamente.

4.5. Analisis de la posible interaccion de la MP de TSWYV con la proteina
Hsp70 mediante la técnica de Fluorescencia por Complementacion
Bimolecular (Bimolecular fluorescence complementation, BiFC)

La Hsp70 (GenBank NP_001312527.1) es una proteina chaperona que en otros
estudios realizados en el laboratorio con diferentes MPs y similar abordaje al utilizando con
la MP de TSWV, habia salido como posible candidata para interaccionar con MPs de la
familia 30K. Por este motivo, en el presente trabajo decidimos abordar la posible
interaccidon de Hsp70 con la MP de TSWV mediante BiFC. Como paso previo al andlisis tipo
BiFC, determinamos la localizacidn subcelular de ambas proteinas mediante la fusién de la
GFP tanto en el extremo N- como C- terminal. Los resultados pusieron de manifiesto que la
localizacion celular de la Hsp70 es citoplasmatica-nuclear cuando lleva la GFP en el extremo
N-terminal y en estructuras en la periferia de la pared celular, cuando la lleva en el extremo
C-terminal (Figura 20). La tincidon con azul de anilina confirmé que las estructuras de la
periferia correspondian con plasmodesmos. En el caso de la MP de TSWYV, los datos
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publicados en la bibliografia indican que la MP se encuentra asociada a plasmodesmos
cuando es fusionada con la GFP delante y detras (Leastro et al. 2015).

Luz
transmitida

Sefal GFP Azul de anilina Superposicion

Hsp70:GFP

GFP:Hsp/0

Figura 20. Localizacidn subcelular de la proteina Hsp70 mediante microscopia confocal.
Imagenes corresponden a la localizacién de la Hsp70 con la GFP fusionada en el extremo N-
terminal (GFP:Hsp70) o C-terminal (Hsp70:GFP). En azul se visualizan los plasmodesmos
marcados con azul de anilina. La linea blanca equivale a 100 um (Hsp70:GFP) y 50 um
(GFP:Hsp70).

Para el estudio tipo BiFC de la interaccion entre la MP de TSWV y la Hsp70 se
utilizaron todas las combinaciones posibles con los dos fragmentos N'* y Cf? terminales de
la EYFP fusionados tanto al extremo N-terminal como C-terminal de ambas proteinas. Los
resultados obtenidos (Tabla 3) pusieron de manifiesto que todas las combinaciones
ensayadas generaron restitucion de la fluorescencia, con mayor intensidad en las
combinaciones en donde ambos fragmentos de la proteina fluorescente estaban fusionados
a los extremos C-terminales de ambas proteinas. No se observd seiial fluorescente en
ninguno de los dos controles negativos ensayados (Figura 21). La expresion de las
correspondientes proteinas se confirmdé mediante analisis tipo Western-blot utilizando
anticuerpos especificos de los fragmentos NYF? y CY*" terminales de la EYFP (Figura 22).
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Tabla 3. Listado de las combinaciones analizadas en el ensayo de BiFC para la interaccidn
entre la proteina de movimiento de TSWV y la proteina Hsp70.

Combinacion Intensidad de interaccion

TSWV:C'* + NYFP:Hsp70 ++

TSWV:CYFP + NYFP -
TSWV:NY + C'*P:Hsp70 +

CYFP:Hsp70 + NYFP -
TSWV:CY*? + Hsp70:NYFP +++
TSWV:NY? + Hsp70:CY* ++
C'*P:TSWV + Hsp70:NYFP +
CYFP:TSWV + NYP:Hsp70 +

CYFP:.TSWV + NYFP -
NYFP:-TSWV + Hsp70:C'" +
NYFP:TSWV + C'FP:Hsp70 +
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Senal GFP Luz transmitida Sobreposicion
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Figura 21. Andlisis mediante BiFC de la interaccion entre la proteina de movimiento de
TSWV vy la Hsp70. La expresién transitoria de ambas proteinas conteniendo el fragmento
N () o C'F? (e) fusionado en el extremo C-terminal de la MP (TSWV- /e) o N-terminal de
la Hsp70 ( /e-Hsp70), se realizé en hojas de N. benthamiana mediante agroinfiltracion. La
sefal fluorescente derivada de la reconstitucion de la proteina fluorescente se detectd
mediante microscopia confocal a 4 dpi. No se observd sefal fluorescente cuando ambas
proteinas se co-expresaron con el fragmento N (). La linea blanca equivale a 20 um
(TSWV:NYP+CYFP:Hsp70) o 50 um (resto de imdagenes).
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Figura 22. Analisis Western Blot de las proteinas expresadas en el analisis BiFC. Los extractos
analizados corresponden a proteinas totales extraidas de hojas de N. benthamiana
agroinfiltradas con las construcciones TSWV:C'" + NYFP(1), C*P:Hsp70 + NYFP(2), TSWV:C'P
+ NYP:Hsp70 (3) y TSWV:NYFP + CY*P:Hsp70 (4). M, marcador de tamafio. Las membranas se
incubaron con un anticuerpo especifico del fragmento N (A) o C'*? (B). Recuadros en rojo
o verde incidan las diferentes proteinas conteniendo el fragmento NY o C'*,
respectivamente.

Los resultados obtenidos mediante BiFC indican que la proteina Hsp70 interacciona
con la MP de TSWV in vivo, representando un nuevo factor celular asociado a MPs de
tospovirus, junto con la chaperona ADNIJ-like (Soellick et al., 2000) y la proteina del
citoesqueleto At-4/1 (von Bargen et al., 2001), descritas previamente. Se han descrito
diferentes proteinas chaperonas que desempenan un papel en el transporte viral, bien
mediante una interaccioén directa con la MP (Krenz et al., 2012; Soellick et al., 2000; Shimizu
etal.,2009; Du et al., 2013; Lu et al., 2009) o bien a través de otras proteinas virales (Hofius
et al., 2007; Gorovits et al., 2013; Mathioudakis et al., 2012), teniendo un papel mediador
de la interaccion de la MP viral con diferentes factores celulares, estabilidad, reclutamiento
de otras chaperonas, ensamblaje, procesos de desnaturalizacién y renaturalizacion o
degradacion, entre otros (Link and Sonnewald, 2016). La observacion de que proteinas
chaperonas Hsp70 interaccionan con MPs de tospovirus extiende el amplio repertorio
observado para otras MPs de distintos géneros las cuales interaccionan de manera directa
(Begomovirus, Gorovits et al., 2013; Potexvirus, Mathioudakis et al., 2012) o indirecta
(Potyvirus, Hofius et al., 2007; Tospovirus, Soellick et al., 2000), para facilitar el transporte
viral. En el caso de Tospovirus, se ha propuesto que la interaccién descrita de la MP de TSWV
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con la chaperona ADNJ-like podria estar mediando el reclutamiento de la proteina Hsp70
(Soellick et al., 2000) para, en base a los resultados obtenidos en el presente trabajo,
interaccionar directamente con la proteina chaperona. La funcién propuesta para la Hsp70
en el transporte de virus estaria relacionada con el ensamblaje viral. La observacion de que
la interaccién con la MP de TSWV ocurre en los plasmodesmos podria indicar una posible
funcién en el ensamblaje de las estructuras tubulares descritas para tospovirus (Storms et
al., 1995). En este sentido, en el futuro se analizara el posible efecto de lineas celulares
afectadas en la produccién de Hsp70, en la formacién de estructuras tubulares y/o el
transporte viral.

En resumen, en el presente trabajo se ha puesto a punto un procedimiento
novedoso para el estudio de la identificacién y caracterizacion de complejos proteicos con
proteinas de movimiento virales de la familia 30K, que dado su caracter hidrofébico, son
recalcitrantes a abordajes mas simples y habituales. El procedimiento se ha mostrado viable
y con un rendimiento aceptable y aunque en el momento de redactar las presentes
conclusiones no se dispone de los datos sobre el nimero y calidad de las proteinas
identificadas en los complejos es perceptible suponer que, dada la naturaleza del
procedimiento y los controles incorporados, todas las proteinas identificadas seran parte
del complejo macromolecular.

La puesta a punto de este procedimiento es especialmente relevante para el caso
del TSWV, dado que: i) no existen hasta la fecha clones infecciosos con los que simular
infecciones en sistemas modelo que nos permitan estudiar situaciones reales in vivo y ii) la
MP del TSWV, ademas de ser el componente esencial en el transporte viral es un factor
determinante en la superacién o no de la resistencia mediada por el gen Sw-5b, por lo que
el procedimiento puesto a punto en este trabajo permitira avanzar en el conocimiento de
los requerimientos estructurales tanto de la proteina viral como la del huésped en la
interaccidn que condiciona la respuesta de resistencia.

47



48



5. Conclusiones

Como resumen de las investigaciones realizadas en el presente trabajo final de master

es posible establecer las siguientes conclusiones:

1-

El sistema modelo basado en el virus del mosaico de la alfalfa (AMV), ha permitido
analizar funcionalmente diferentes proteinas de movimiento (MP) del virus del
bronceado del tomate (TSWV), que difieren en su capacidad de superar la resistencia
mediada por el gen Sw-5b, conteniendo una etiqueta peptidica de 32 residuos de
aminodacido en el extremo C-terminal de la MP y precediendo los 44 amino acidos C-
terminales de la MP de AMV. La presencia de la etiqueta peptidica no ha alterado la
capacidad de transporte célula a célula, observandose valores similares con las
correspondientes construcciones sin etiquetar. La posibilidad de introducir
secuencias heterdlogas en la MP de AMV, abre interesantes perspectivas no solo
para etiquetar proteinas virales sino para expresar o silenciar proteinas de interés.

La utilizacién del sistema de AMV contiendo la MP de TSWV del aislado GrINL2 y la
etiqueta TST ha permitido obtener una fraccidon purificada de la proteina que
permitira caracterizar los complejos proteicos asociados a la MP 10 viral (proceso en
marcha). El abordaje realizado en un contexto de infecciéon natural y mediante
columnas de afinidad sin constricciones experimentales permitird, a priori,
caracterizar cualquier complejo proteico asociado a la MP de TSWYV, representando
una clara ventaja frente a los sistemas estandar.

La MP de TSWV es el factor de avirulencia del gen de resistencia Sw-5b. En el
presente proyecto se ha puesto a punto el sistema de AMV con 4 MPs de TSWV con
diferente capacidad para superar (Grau, GrauTSWV/V130) o no (GrilNL2,
GrauTSWV/T120) la resistencia mediada por el gen Sw-5b, y que contienen la
etiqueta TST. Estas construcciones permitiran caracterizar los complejos proteicos
asociados al gen de resistencia mediante el uso de plantas de Nicotiana
benthamiana que expresan de forma constitutiva el gen Sw-5b.

El analisis tipo BiFC ha puesto de manifiesto la interaccion entre la Hsp70 y MP de
TSWV, reconstituyendo la fluorescencia tanto en el citoplasma como en los
plasmodesmos. Hsp70 representa, junto con la chaperona ADNIJ-like y la proteina
del citoesqueleto At-4/1, las tres moléculas descritas por su interaccién con la MP
de TSWV y/o tospovirus. La observaciéon de que proteinas chaperonas Hsp70
intervienen en el transporte de virus pertenecientes a los géneros virales de
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Tospovirus, Begomovirus, Potexvirus y Potyvirus permite sugerir su papel general en
el transporte de virus de plantas, presentdandose como una posible diana en el
disefio de resistencia de amplio espectro.
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