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RESUMEN

Estudio de la interaccién entre naranjo amarqgo Vv el virus de la Tristeza de los
Citricos

La tristeza de los citricos es una de las enfermedades de mayor importancia,
tanto por los dafios econdémicos que ha causado, como por los cambios que ha
obligado a introducir en los sistemas de cultivo. Esta causada por el virus de la
tristeza de los citricos (CTV), un closterovirus transmitido por pulgones y por injerto,
que infecta el floema de plantas de la familia Rutaceae. Los sindromes causados por
CTV incluyen i) decaimiento y muerte de plantas propagadas sobre patrén naranjo
amargo, ii) acanaladuras en la madera, enanismo y mermas de produccion en
algunas variedades con independencia del patrén, y iii) amarilleo y enanismo de
plantas francas de naranjo amargo, pomelo o limonero (“seedling yellows”). El
genoma de CTV esta formado por una cadena simple de RNA de polaridad positiva
con 12 marcos abiertos de lectura que potencialmente codifican 17 proteinas y dos
regiones no codificantes en los extremos 5'y 3'. Tres de las proteinas codificadas
(p25, p20 y p23) acttan como supresores del silenciamiento en Nicotiana
benthamiana y N. tabacum y al menos p23 parece estar implicada en la produccién
de sintomas, aunque los determinantes especificos de cada uno de los sindromes
son aln desconocidos.

Para ver si las diferencias de sintomas entre aislados en un mismo huésped o
entre distintos huéspedes infectados con el mismo aislado estaban asociadas con la
acumulacion viral, se inocularon cuatro aislados con distintas caracteristicas
patogénicas en lima Mexicana (LM), Citrus macrophylla (CM), naranjo dulce (ND) y
naranjo amargo (NA) y se estimd la carga viral mediante ELISA y RT-PCR
cuantitativa a tiempo real en la primera brotacion y 9 meses p.i. Las diferencias de
carga viral observadas entre aislados y entre huéspedes, no estaban relacionadas
con la virulencia, lo que sugiere que la intensidad de los sintomas inducidos por CTV
no es una consecuencia directa de la acumulacion viral. Asimismo, para todos los
aislados se observd una pauta de acumulacion distinta en NA y en los demas
huéspedes que indica que NA ofrece una resistencia inicial a la invasion por CTV.

Con el fin de dilucidar si las diferencias en las pautas de acumulacion viral de
los aislados de CTV estaban relacionadas con variaciones en la actividad replicativa

del virus o con diferencias en el silenciamiento génico mediado por RNA se estudio
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en las mismas combinaciones aislado/huésped la acumulacion de los RNAs
subgenémicos que expresan los genes p20 y p23 y de siRNAs especificos de CTV
durante la infeccion viral. Se observd una cinética de acumulacion viral paralela a la
actividad replicativa. En las especies mas susceptibles (LM, CM y ND) la mayor
actividad replicativa y la maxima carga viral se detectaron en la primera brotacion,
mientras que en NA ambas aumentaron con el transcurso de la infeccidn. Por otro
lado, mientras en los huéspedes susceptibles se detectaron siRNAs en la primera
brotacidn, la activacion de el silenciamiento en NA fue mucho mas tardia indicando
gue la resistencia inicial a la acumulacién viral en este huésped no era consecuencia
del silenciamiento sino probablemente de una interaccidn menos eficiente entre
factores virales y del NA necesarios para la replicacién/movimiento de CTV. Tampoco
las diferencias entre las pautas de acumulacion o de silenciamiento de los aislados en
los distintos huéspedes pudieron asociarse con una capacidad supresora diferente de
sus proteinas p23, ya que el ensayo mediante expresion transitoria en N.
benthamiana no mostré diferencias apreciables entre las mismas.
Posteriormente, se analiz6 en mas detalle el tipo de limitaciones que ofrecia NA
a la invasion sistémica de CTV examinando la distribucion de distintos aislados del
virus en plantas de semilla y las pautas de acumulacion del virus y de siRNAs de CTV
en la raiz y la copa de plantas propagadas sobre NA, citrange Carrizo (resistente) o
ND (susceptible). Se observé que el NA presentaba una limitacién al movimiento viral,
tanto célula a célula como a larga distancia, que retrasaba la invasién sistémica y la
acumulacion viral en la copa de forma diferencial segun los aislados del virus y el
patron utilizado. El virus se detect6 inicialmente en la raiz y el nivel de acumulacién
del mismo afectaba la posterior carga viral en la copa, de forma variable segun los
aislados. La acumulacién del aislado T385 estaba asociada a la carga viral alcanzada
inicialmente en la raiz, lo que sugiere que la raiz actuaria como reservorio.
Finalmente, el empleo de la tecnologia de las micromatrices de cDNA
permitié analizar a nivel transcriptomico la respuesta del naranjo amargo al inicio de la
infecciobn por CTV. Los datos obtenidos fueron congruentes con las hipotesis
formuladas anteriormente: i) que en el NA parece haber un retraso en la activacion de
los mecanismos de defensa, probablemente como consecuencia del retraso en la
acumulacion viral, y ii) que este retraso parece debido a una limitacién del movimiento

célula a célula.
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Study of the interaction between sour orange and Citrus tristeza virus

Citrus tristeza virus (CTV) is the causal agent of tristeza, a major disease of
citrus that forced to rebuild many citrus industries using tristeza tolerant rootstock.
This closterovirus, transmitted by propagation of infected buds and by aphids, is
adapted to replicate in the phloem cells of some species within the Rutaceae family.
CTV induces three distinct syndromes i) decline and death of citrus varieties
propagated on sour orange rootstock , ii) stem pitting, stunting and low bearing of
some citrus varieties independently of the rootsock, and iii) seedling yellows of sour
orange, grapefruit and lemon plants. CTV has a single-stranded, positive sense
genomic RNA containing 12 open reading frames, potentially encoding at least 17
proteins, and two untranslated 3" and 5  terminal regions. Three of these proteins
(p25, p20 and p23) act as suppressors of RNA silencing in Nicotiana benthamiana y
N. tabacum plants. Although the pathogenicity determinants are presently unknown,
experiments with transgenic plants expressing p23 indicated that this protein is
involved in symptom expression. It is also unknown if symptom intensity is related to
viral accumulation or to other factors.

To assess if symptom differences between CTV isolates or between hosts
infected with the same isolate were related with viral accumulation Mexican lime (ML),
Citrus macrophylla (CM), sweet orange (SwO) and sour orange (SO) plants were
inoculated with four isolates, inducing different symptom intensity in these hosts. Viral
accumulation was estimated by ELISA and quantitative real time RT-PCR at 3 and 9
months post inoculation. Differences in viral load between hosts and isolates were not
related with virulence, suggesting that the CTV symptom intensity is not a direct result
of viral accumulation. Moreover, the four isolates showed an accumulation pattern in
SO different from that observed in the other hosts, suggesting that SO displays an
initial resistance to CTV invasion.

To examine if differences in the accumulation patterns shown by CTV isolates
were related to variations in viral replication or in RNA-mediated gene silencing, the
accumulation of subgenomic RNAs expressing the p20 and p23 proteins, and of CTV-
derived siRNAs during the viral infection were analyzed using the same host/isolate
combinations. Kinetics of CTV replication paralelled that of viral accumulation. In CTV

susceptible hosts (ML, CM and SwO) the highest viral replication and the maximum
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viral accumulation were detected in the first flush after inoculation, whereas in SO both
viral replication and viral accumulation increased during the course of the infection.
Likewise, while in ML, CM and SwO the CTV-derived siRNAs were detected in first
flush after inoculation, activation of silencing in SO occurred at a later stage. These
results indicated that the initial resistance of SO to CTV accumulation was not related
to RNA silencing, but rather it probably resulted from an inefficient interaction between
viral and host factors needed for CTV movement in the plant. Differences in viral
accumulation or silencing patterns shown by CTV isolates in distinct hosts, were
neither associated with the suppressor activity of their p23 proteins, as revealed by
transitory expression experiments in N. benthamiana plants.

The limitation to CTV systemic invasion in SO was analyzed by examining the
viral distribution of CTV isolates in SO plants, and the development of viral and CTV-
derived siRNA accumulation patterns in the roots and canopy of SO seedlings or
plants propagated on Carrizo citrange (resistant to CTV) or SwO (susceptible to CTV)
rootstocks. SO exhibited a limitation of cell to cell and long distance movement, which
delayed systemic invasion and viral accumulation at the canopy, with variable patterns
depending on the isolate and the rootstock. The virus was initially detected in the roots
and its accumulation level affected the viral load in the canopy depending on the CTV
isolate. Accumulation of the isolate T385 in the canopy was associated to the viral
accumulation in roots, suggesting that these were acting as a viral reservoir for this
genotype.

Finally, cDNA microarray technology was used to analyze at the transcriptomic
level the response of SO to CTV at the early stages of infection. The results confirmed
our previous hypothesis that i) in SO there was a delay in the activation of plant
defense mechanisms probably due to delayed viral accumulation, and ii) this delay

likely results from a limitation in the cell to cell movement.
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Estudi de la interaccié entre el taronger amarg i el virus de la tristesa dels
citrics

La tristesa dels citrics és una de les malalties de més importancia, tant pels
danys economics que ha causat, com pels canvis que ha obligat a introduir en els
sistemes de cultiu. Esta causada pel virus de la tristesa dels citrics (CTV), un
closterovirus que es transmet per pugons i per empelt, i que infecta el floema de les
plantes de la familia Rutaceae. Els sindromes induits per CTV inclouen i) decaiment i
mort de les plantes propagades sobre el patré taronger amarg, ii) picadures a la fusta,
enanisme i disminucié de la produccié d'algunes varietats amb independéncia del
patré utilitzat, i iii) engroguiment i enanisme de plantes de llavor de taronger amarg,
aranger i llimoner (“seedling yellows”). El genoma de CTV esta format per una cadena
simple de RNA de polaritat positiva amb 12 marcs oberts de lectura que
potencialment codifiquen 17 proteines i dues regions no codificants en els extrems 5'i
3. Tres de les proteines codificades (p25, p20 y p23) actuen com supressors del
silenciament en Nicotiana benthamiana i N. tabaccum, i almenys p23 sembla que esta
implicada en la produccié de simptomes, encara que els determinants especifics de
cada un dels sindromes encara son desconeguts. Tampoc es coneix si la intensitat
dels simptomes esta relacionada amb I'acumulacié viral o amb altres factors.

Amb I'objectiu d’observar si les diferéncies de simptomes entre aillats en un
mateix hoste o entre diferents hostes infectats per un mateix aillat estaven associades
amb I'acumulacio viral, es van inocular quatre aillats amb diferents caracteristiques
patogéniques en llima Mexicana (LM), Citrus macrophylla (CM), taronger dolg (ND) i
taronger amarg (NA) i es va estimar la carrega viral mitjangant ELISA i RT-PCR
guantitativa a temps real en el primer brot i passats 9 mesos post inoculacié. Les
diferéncies de carrega viral observades entre aillats i entre hostes no estaven
relacionades amb la viruléncia, el que suggereix que la intensitat dels simptomes
induits per CTV no es una conseqiéencia directa de I'acumulacio viral. De la mateixa
manera, en tots els aillats es va observar una pauta d’acumulacio diferent en I'hoste
NA en comparacié amb els altres hostes, indicant que NA ofereix una resisténcia a la
invasioé de CTV.

Per determinar si les diferéncies en les pautes d’acumulacid viral dels aillats de

CTV estaven relacionades amb variacions en l'activitat replicativa del virus o amb
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diferéncies en el silenciament génic mitjancat per RNA es va estudiar en les mateixes
combinacions aillat/hoste I'acumulacié dels RNAs subgendmics que expressen els
gens p20 i p23 i 'acumulacié de siRNAs especifics de CTV durant la infecci6 viral. La
cinética d’acumulacioé viral era paral-lela a I'activitat replicativa, aixi en les especies
més susceptibles (LM, CM y ND) la major activitat replicativa i la maxima carrega viral
es van detectar a la primera brotacio, en canvi, en NA ambdues van augmentar amb
el pas de la infeccié. Per altre banda, mentre que en els hostes susceptibles es van
detectar siRNAs en la primera brotacid, I'activacio del silenciamient en NA es molt
més tardana, indicant que la resisténcia inicial a 'acumulacio viral en aquest hoste no
era conseqliéncia del silenciamient siné probablement d’una interaccié menys eficient
entre els factors virals i del NA necessaris per la replicacid/moviment de CTV.
Tampoc les diferencies entre les pautes d’acumulacié o de silenciament dels aillats en
els diferents hostes es van poder associar amb una capacitat supressora diferent de
les seves proteines p23, ja que I' assaig mitjangant I'expressio transitoria de GFP en
N. benthamiana no va mostrar diferéncies apreciables entre elles mateixes.
Posteriorment, es va analitzar amb més detall el tipus de limitacié que ofereix
NA a la invasio sistémica de CTV examinant la distribucio de diferents aillats del virus
en plantes de llavor i les pautes d’acumulacié del virus i de siRNAs de CTV en l'arrel i
la copa de plantes propagades sobre NA, citrange Carrizo (resistent a CTV) o ND
(susceptible). Es va observar que el NA presentava una limitacié al moviment viral,
tant cél-lula a cél-lula com a llarga distancia, que retardava la invasi6 sistémica i
I'acumulacié viral en la copa de forma diferencial segons els aillats del virus i del patré
utilitzat. El virus es va detectar inicialment en l'arrel i el seu nivell d’acumulacié
afectava la posterior carrega viral en la copa de forma variable segons els aillats.
L'acumulacio de l'aillat T385 estava associada a la carrega viral obtinguda inicialment
en l'arrel, indicant que I'arrel actuaria com a reservori viral per aquest aillat.
Finalment, la utilitzaci6 de la tecnologia de les micromatrius de cDNA va
permetre analitzar a nivell transcriptomic la resposta del taronger amarg a l'inici de I
infeccié6 per CTV. Les dades obtingudes van ser congruents amb les hipotesis
formulades anteriorment: i) en el NA hi ha un retras en I'activacié dels mecanismes de
defensa, probablement com a consequéncia del retras en I'acumulacié viral, i ii) que

aguest retras sembla ser degut a una limitacié al moviment cél-lula a cél-lula.
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INTRODUCCION GENERAL

1. EL CULTIVO DE LOS CITRICOS

El término “citricos” engloba al conjunto de especies e hibridos que pertenecen
a los géneros Citrus, Poncirus y Fortunella, incluidos en la familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae. Estas especies son originarias del sudeste asiatico y su
cultivo probablemente se inicid en China y posteriormente se dispers6 a otras zonas
del mundo. En la actualidad el cultivo de los citricos se extiende por la mayor parte de
las regiones tropicales y subtropicales del mundo. En Espafia se -cultivan
principalmente en las zonas costeras del Este y del Sur de la Peninsula Ibérica. Las
especies citricas cultivadas se pueden englobar en cuatro grandes grupos: las
naranjas, que incluye naranjas dulces (Citrus sinensis (L.) Osb.) y amargas (C.
aurantium L.); las mandarinas, incluyendo satsumas (C. unshiu (Mak.) Marc.) y
clementinas (C. clementina Hort. ex Tan.); los limones (C. limon (L.) Burm. f.) y limas
(C. aurantifolia (Christm.) Swing.); las zamboas (C. grandis (L.) Osb.) y pomelos (C.
paradisi Macf.). Datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO) indican que en 2005 se dedicaban méas de 7 millones de
hectareas (Ha) al cultivo de los citricos, con una produccién aproximada de 10’
millones de toneladas constituyendo asi el cultivo frutal de mayor importancia en el
mundo. Espafia dedica unas 300.000 Ha a este cultivo y produce anualmente mas de
6 millones de toneladas, ocupando el quinto puesto entre los paises productores y el
primer lugar como pais exportador de fruta fresca.

En la mayor parte del mundo, el cultivo de los citricos se efectia injertando
yemas de una variedad seleccionada sobre un patrén obtenido de semilla. Esta
practica, que tiene gran importancia comercial y productiva, tiene dos graves
inconvenientes desde el punto de vista patoldgico: i) reduce la diversidad genética del
cultivo, lo que globalmente hace a éste mas vulnerable al ataque de patégenos vy ii) el
proceso de multiplicacién vegetativa tiende a acumular y perpetuar patdégenos
transmisibles por injerto que han entrado en la variedad en algin momento.

La utilizacién de patrones para el cultivo de los citricos se remonta a la segunda
mitad del siglo XVII y los patrones utilizados eran el cidro (C. medica L.) y el limonero,
si bien se cultivaban también naranjos de semilla sin injertar. La aparicién de las

podredumbres causadas por los oomicetos del género Phytophthora durante la
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segunda mitad del siglo XIX obligéb a los agricultores a utilizar el patréon naranjo
amargo (NA) con el fin de evitar las enormes pérdidas producidas por este patégeno.
El patrén NA presenta excelentes cualidades agrondmicas: induce buena
productividad y calidad de fruto, es resistente a la asfixia radical, salinidad, clorosis
férrica, sequia, Phytophthora spp y Armillaria mellea y tolerante a diversas
enfermedades transmisibles por injerto como exocortis, psoriasis o caquexia. El uso
del patrén NA se extendié a la mayoria de las zonas citricolas y fue la base de la
expansion de la citricultura a comienzos del siglo XX. Sin embargo la dispersién del
virus de la tristeza de los citricos y el decaimiento y muerte que este ocasiond en los
arboles injertados sobre NA, obligd a reconvertir la citricultura de los paises afectados
utilizando otros patrones tolerantes o resistentes al virus. Ademas de las elevadas
pérdidas econémicas, este proceso causo dos tipos de dafios indirectos: i) ninguno de
los patrones tolerantes empleados poseia la rusticidad y adaptabilidad del NA a todo
tipo de condiciones, lo que dio lugar a nuevos problemas agronémicos (Moreno et al.,
2008) y ii) los nuevos patrones utilizados eran sensibles a distintos patégenos
transmisibles por injerto, principalmente viroides, a los que el NA era tolerante (Duran-
Vila et al., 1988; Van-Vuuren et al., 1993). Este segundo grupo de problemas se evité
en buena parte mediante programas de saneamiento, cuarentena y certificacion
(Navarro, 1993; Navarro et al., 2002).

En la actualidad, el citrange Carrizo es el patrén mas utilizado en Espafia por su
tolerancia al decaimiento causado por el virus de la tristeza y a la buena calidad de
fruta que induce en las variedades, sin embargo, presenta problemas de tolerancia a

la salinidad y a la caliza que no se observaban con el uso del patrén NA.

2. ENFERMEDADES DE LOS CITRICOS

Los citricos son susceptibles a numerosos microorganismos que causan
enfermedades y mermas apreciables en su capacidad productiva, o incluso la muerte.
Entre ellas, las enfermedades transmisibles por injerto (Tabla 1) tienen especial
importancia en este cultivo. Aunque algunas de ellas se pueden controlar facilmente
mediante saneamiento y certificacion del material vegetal propagado (Navarro, 1993;
Navarro et al., 2002), mientras que otras se transmiten mecanicamente con

herramientas de corte o son dispersadas por insectos vectores y resultan mas dificiles
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de controlar. Trece de estas enfermedades han sido detectadas en Espafia, siendo la

tristeza la de mayor impacto econémico (Duran-Vila y Moreno, 2000).

Tabla 1. Enfermedades transmisibles por injerto mas importantes de los citricos agrupadas por tipo de

agentes causales.

Transmisién  Deteccion en

Enfermedad Agente causal Género por vectores Espafia
Viroides

Caquexia Hop stunt viroid (HSVd) Hostuviroid - +
Exocortis Citrus exocortis viroid (CEVd) Pospiviroid -

Bolsas de goma Probablemente un viroide ? - -
Corteza gomosa Probablemente un viroide ? - -

Virus

Enanismo del mandarino satsuma  Satsuma dwarf virus (SDV) Sadwavirus ? -
Manchado foliar de los citricos Citrus leaf blotch virus (CLBV) Citrivirus ? +
Hoja rasgada Citrus tatter leaf virus (CTLV) Capilovirus - -
Hoja rugosa Citrus leaf rugose virus (CiLRV) llarvirus - -
Leprosis Citrus leprosis virus (CiLV) Cilerivirus + -
Mosaico amarillo (Cci';tuMsV) yellow mosaic  virus Badnavirus ? -
er]olzjlr):zargg(r:;as nerviales-agallas Probablemente un luteovirus ? + +
Psoriasis Citrus psorosis virus (CPsV) Ophiovirus ?

Tristeza Citrus tristeza virus (CTV) Closterovirus + +

Etiologia desconocida / Citrus
Muerte subita suden death-associated virus + ? + -
CTV?
Variegacion infecciosa Citrus variegation virus (CVV) llarvirus - +
Concavidades gomosas Eggcl:%?:gcidalposiblemente virus ? . +
Cristacortis Posiblemente virus ? - +
Enanismo clorético Posiblemente virus ? + -
Impietratura Posiblemente virus ? - +
Irzzz?(?atlbllldad sobre limonero Posiblemente virus 2 5 N
Manchas anulares amarillas Posiblemente virus ? - +
Bacterias
Clorosis variegada Xylella fastidiosa Xylella + -
Huanglongbing Candidatus Liberibacter sp. c. Liberibacter + -
Micoplasmas
Stubborn Spiroplasma citri Spiroplasma + +
) . Candidatus Phytoplasma c
Escobas de bruja de la lima aurantifolia otros Phytoplasma + -

Blight

Etiologia desconocida

3. LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS

La tristeza es una de las enfermedades que ha tenido mayor importancia para

los citricos, tanto por los dafios econémicos que ha causado, como por los cambios

que ha obligado a introducir en los sistemas de cultivo de las zonas afectadas. La
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tristeza estd causada por un closterovirus (Citrus tristeza virus, CTV) (Fawcett y
Wallace, 1946; Kitajima y Costa, 1963; Bar-Joseph et al., 1970, 1972; Flores et al.,
1975; Garnsey et al., 1977) que, al igual que los citricos, procede probablemente de
regiones de Asia donde estaria bien adaptado a las variedades citricas locales. CTV
fue dispersado en nuevas areas citricolas mediante el movimiento de material vegetal
infectado durante los siglos XIX y XX, un periodo en el cual la mejora de los sistemas
de transporte coincidié en muchos paises con un aumento del interés econémico y
botanico por los citricos.

Actualmente CTV se encuentra presente con incidencia desigual en casi todas
las zonas citricolas del mundo. Es practicamente endémico en todas las zonas de
Asia, Australia, Africa del Sur y Sudamérica, mientras que tiene una incidencia
minima en varios paises del Mediterrdneo (Cambra y Moreno, 2000; Moreno et al.,
2008). Se estima que en Espafia ha causado la muerte de mas de 50 millones de
arboles de naranjo dulce, mandarino y pomelo injertados sobre NA (Moreno et al.,
2008).

3.1 Gama de huéspedes y sintomas

CTV infecta de forma natural plantas de la familia Rutaceae, aunque se ha
transmitido experimentalmente a algunas especies del género Passiflora (Mdller et al.,
1974; Cambra y Moreno, 2000). Dentro de la familia Rutaceae se ha detectado en la
mayoria de las especies y variedades de los géneros Citrus y Fortunella, y ha podido
transmitirse a algunas especies de los géneros Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Atalantia,
Citropsis, Clausena, Eremocitrus, Hesperthusa, Merrillia, Microcitrus, Pamburus,
Pleiospermium y Swinglea (Bar-Joseph y Lee, 1989; Bar-Joseph et al., 1989, Moreno
et al., 2008). Por otra parte, existen especies resistentes que impiden la acumulacion
del virus, como Poncirus trifoliata (L.) Raf. y algunos hibridos de éste con naranjo
dulce o pomelo, Severina buxifolia y Swinglea glutinosa (Garnsey et al., 1987). No se
han encontrado huéspedes herbaceos que pudieran ser utilizados como modelo
experimental, lo que ha dificultado mucho la caracterizacion genética y molecular de
CTV.

El tipo e intensidad de los dafios provocados por CTV en campo depende de
las especies infectadas, del patron sobre el que estéan injertadas, del aislado del virus
y de las condiciones ambientales (Grant y Costa, 1951; Aubert y Bové, 1984;
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Roistacher y Moreno, 1991; Ballester-Olmos et al., 1993). En general los sintomas
producidos por CTV pertenecen a tres categorias: 1) Decaimiento (D) de plantas
propagadas sobre NA, 2) Acanaladuras en la madera (AM) de distintas variedades y
3) Amarilleo de las plantas de semilla de algunas especies (seedling yellows, SY).

El decaimiento y muerte de plantas propagadas sobre NA fue el primer
sindrome que se describié y es consecuencia de la muerte del floema del NA por
debajo de la linea de injerto causada por el virus (Schneider, 1959), lo que da lugar a
la desnutricion y muerte de las raicillas y, en consecuencia, al amarilleo y progresiva
defoliacién de la copa (Fig. 1A). Las combinaciones sensibles al sindrome D incluyen
los naranjos dulces, mandarinos y pomelos, pero no el limonero, propagados sobre
NA. El proceso de decaimiento puede durar varios afios, sin embargo, en ocasiones
se observa un sindrome de colapso que acaba con la vida del arbol en pocas
semanas (Ben Ze'ev et al.,, 1989). La mayoria de los aislados de tristeza causan
decaimiento de las combinaciones sobre NA, si bien se han descrito algunos que son
asintométicos sobre esta combinacién (Bové et al.,, 1988; Albertini et al., 1988;
Moreno et al., 1991, Albiach-Marti, et al., 2000b).

La segunda categoria de sintomas producidos por el virus de la tristeza es la
formacion de AM en algunas especies, sean cultivadas como plantas francas o
injertadas sobre cualquier patrén (Figura 1B). Este sintoma, que da lugar a enanismo
y mermas en la producciéon y calidad de la fruta, suele ir acompafiado de clorosis
nervial (CN) discontinua en las hojas jévenes (Figura 1C).

Finalmente, el sindrome de SY de las plantulas de pomelo, NA o limonero es
una reaccion que producen algunos aislados de tristeza en invernadero, y se
caracteriza por la presencia de hojas amarillas y una detencion del crecimiento
(Figura 1D) (Fraser, 1952, 1959; Wallace, 1978).

Algunas especies como la lima Mexicana, el cidro Etrog o C. macrophylla son
muy sensibles al virus y muestran sintomas con casi todos los aislados (Grant, 1959;
McClean, 1974) por lo que frecuentemente han sido utlizadas como plantas
indicadoras para el diagndstico de tristeza, mientras que otras, como los mandarinos
son extraordinariamente tolerantes (Bitters, 1972). No obstante, se han descrito
aislados asintométicos en lima Mexicana (Bové et al., 1988; Albertini et al., 1988), y
otros que producen AM en mandarinos (Muharam y Whitte, 1991; Koizumi, 1991).

Otras especies como los pomelos, naranjos dulces, kumquats, etc, tienen una
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sensibilidad intermedia y muestran sintomas con algunos aislados, pero no con otros
(Bitters, 1972). Mientras que en algunos sistemas planta-patdégeno la virulencia esta
relacionada con la multiplicaciébn del patdégeno en otros parecen sucesos
independientes (Sacristan y Garcia-Arenal, 2008). En este trabajo se aborda un
andlisis de las pautas de acumulacidn viral de cepas de CTV con distinta virulencia en

huéspedes con distinta sensibilidad al virus.

A. DECAIMIENTO (D) B. ACANALADURAS EN LA MADERA (AM)

C. CLOROSIS NERVIAL (CN) D. SEEDLING YELLOWS (SY)

Fig. 1 Sintomas inducidos por la infecciéon de CTV: A. Decaimiento de plantas propagadas sobre NA; B.
Acanaladuras en la madera; C. Clorosis nervial; D. Amarilleo y detencién del crecimiento en plantulas de
NA (SY).
3.2 Diagnéstico

Durante afios el diagnéstico de CTV se realizé utilizando plantas indicadoras,
principalmente lima Mexicana y C. macrophylla, que tras la infeccion de CTV
mostraban CN en hojas jovenes, acopamiento de hojas, entrenudos cortos y AM
(Roistacher, 1991). Con la purificacién del virus y la produccion de anticuerpos contra
la proteina de la cépsida, se empezaron a utilizar para el diagnostico rutinario
inmunoensayos tipo ELISA (Gonsalves et al., 1978; Bar-Joseph et al., 1979; Cambra
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et al.,, 1979, 1991; Vela et al.,, 1986; Permar et al., 1990; Garnsey et al., 1993;
Nikolaeva et al., 1998). Posteriormente, tras la obtencion de secuencias del genoma
de CTV se desarrollaron diversas técnicas de diagnoéstico basadas en la deteccion
especifica del RNA viral, como son las técnicas de hibridacion molecular con sondas
de DNA o RNA (Rosner y Bar-Joseph, 1984; Narvaez et al., 2000; Barbarossa y
Savino, 2006) y RT-PCR (Nolasco et al., 1993; Olmos et al., 1999). Recientemente se
han desarrollado protocolos de RT-PCR cuantitativa a tiempo real para la deteccion
sensible y cuantificacion del virus en tejidos infectados y pulgones viruliferos (Ruiz-
Ruiz et al., 2007; Bertolini et al., 2008; Saponari et al., 2008) y para la deteccion y
cuantificacion de diferentes variantes de secuencia en aislados con distinta virulencia
(Ruiz-Ruiz et al., 2009).

3.3 Transmision

La dispersion de CTV a nuevas areas es consecuencia de la propagacion de
yemas infectadas, mientras que la dispersion local la efectian diversas especies de
pulgones. La transmision por pulgones se produce de forma semi-persistente con
distinta eficacia dependiendo de la especie transmisora, de los aislados de CTV, de
las especies donante y receptora y de las condiciones ambientales (Bar-Joseph y
Loebenstein, 1973; Raccah et al., 1980; Hermoso de Mendoza et al., 1984, 1988a,b;
Roistacher y Bar-Joseph, 1987; Yokomi y Garnsey, 1987). El vector mas eficiente es
Toxoptera citricida (Yokomi et al., 1994; Costa et al., 1968; McClean, 1975; Lastra et
al., 1991; Grisoni y Riviéri, 1993), que se halla en Asia, América del Sur y parte de
América Central, islas del Caribe, Florida (EEUU), Africa Central y del Sur. En los
ultimos afos este afido ha sido detectado en el Norte de Espafia y Portugal (llharco et
al.,, 2005), lo que supone una amenaza para la citricultura de la cuenca del
Mediterraneo. El segundo vector mas eficiente es Aphis gossyppi (Norman et al.,
1968; Bar-Joseph y Loebenstein, 1973; Roistacher et al., 1984; Raccah y Singer,
1987; Hermoso de Mendoza et al., 1988a, b; Yokomi et al., 1989), que es el mas
importante en Norteamérica y la cuenca del Mediterrdneo. Otras especies de
pulgones como A. spiraecola y T. aurantii son menos eficientes (Hermoso de
Mendoza et al.,1984; Yokomi y Garnsey, 1987), pero al tener poblaciones mas
numerosas que A. gossyppi, pueden tener un papel en la dispersion de CTV en

algunas zonas (Hermoso de Mendoza et al.,1984).
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3.4 Control de la enfermedad

No existen métodos curativos contra los virus y sélo pueden utilizarse medidas
de tipo preventivo o que ayuden a disminuir los dafios causados. Las medidas
preventivas tienen como objetivo evitar la infeccion y reducir la difusion del patégeno.
En paises o zonas citricolas libres de CTV las mejores medidas de control son los
programas de cuarentena y certificacion del material propagativo (Navarro et al.,
2002). Cuando el virus se ha introducido en una zona citricola en la que el patrén
predominante es el NA, pero su incidencia es aun muy baja, se puede establecer un
programa de erradicacion de arboles infectados (Bar-Joseph et al., 1989; Kyriakou et
al., 1996; Gottwald et al., 2002). Cuando la erradicacién es inviable debido a la
eficiente dispersion de CTV por los vectores, la propagacion de los citricos sobre
patrones tolerantes es la Unica opcién viable para evitar el decaimiento por tristeza.
En zonas donde son endémicas cepas virulentas de CTV, se pueden evitar los dafios
de éstas mediante un programa de proteccion cruzada que consiste en preinocular
las plantas con un aislado avirulento que evita la acumulacion y los efectos de la cepa
virulenta (Costa y Miller, 1980; Miiller y Costa, 1987).

Otras opciones para controlar los dafios serian la obtencion de plantas
resistentes por mejora genética con seleccion asistida por marcadores ligados al gen
de la resistencia (Mestre et al., 1997b), o la generacion de plantas con resistencia
mediada por genes del virus mediante transformacion genética (Beachy et al., 1990;
Pefa et al., 1995a; Pefia y Séguin, 2001; Ghorbel et al., 2001; Dominguez et al.,
2002; Fagoaga et al., 2005). Sin embargo, la incorporacion de genes de resistencia a
CTV (Mestre et al., 1997a, b, c; Fang y Roose, 1999; Yang et al., 2001, 2003; Rai,
2006) en variedades comerciales mediante cruzamientos convencionales no ha sido
posible debido a la compleja biologia reproductiva de los citricos, su elevada
heterocigosis, los largos periodos juveniles de las plantas de semilla y el gran tamafio
gue tienen en su fase adulta. En cuanto a la incorporacién de resistencia derivada del
patégeno mediante la transformacion genética, hasta ahora no se han obtenido
resultados consistentes, debido a factores desconocidos que afectan el fenotipo de

resistencia de las distintas propagaciones obtenidas (Moreno et al., 2008).
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3.5 El virus de la tristeza de los citricos

El virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV), es un miembro
del género Closterovirus, familia Closteroviridae (Bar-Joseph et al., 1979; Bar-Joseph
y Lee, 1989a; Martelli et al., 2000). Los viriones de los miembros de esta familia son
de morfologia filamentosa (11-12 x 800-2000 nm), presentan genomas formados por
una, dos o tres moléculas de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva, que
encapsidan separadamente, y al menos dos proteinas de capsida (CP y CPm), cuyas
subunidades se ensamblan separadamente en cada extremo del virion formando una
estructura helicoidal que le da una morfologia similar a una serpiente de cascabel
(Boyko et al., 1992; Agranovky, 1996; Febres et al; 1996). Todos los miembros de
esta familia tienen conservados un bloque de cinco genes que codifican proteinas
implicadas en el ensamblaje y movimiento de los viriones y que incluye una pequefa
proteina transmembrana, otra homéloga de las proteinas de choque térmico de la
familia HSP70, una proteina de capsida mayoritaria (CP) y una version minoritaria de
la misma (CPm), y una ultima proteina de mayor tamafio considerada también
divergente de CP (Dolja et al., 2006) (Fig. 2).

En el caso de CTV, los viriones filamentos tienen unos 11 x 2000 nm de tamafio
y estdn compuestos por una molécula de RNA gendémico (gRNA) de
aproximadamente 20 Kb y dos proteinas de cubierta de 25 y 27 kDa, que

aproximadamente recubren el 97 y el 3 % de la longitud del virién, respectivamente.

Proteasa Supresor de silenciamiento
Potenciador de la replicacion Movimiento sistémico

Transporte sistémico Movimiento célula a célula 1

Replicacion

1
L-Pro MET WL von et € 3l
BYV p60 cr p21
pé L 1
Componentes del virién
Todos los virus de RNA (+) Toczps -::; Todas ? Virus de Unico
Hpo aifavirus IE: ;ihrJL::\s g' céllzslas g. ﬁlaﬂ'll:':'li?assos

(+)

Fig. 2 Organizacion gendémica de Beet yellows virus (BYV), miembro tipo del género Closterovirus. Se
indican las funciones virales de las distintas regiones génicas y las conexiones evolutivas de algunas de
ellas con virus de plantas de otros géneros (tomado de Dolja et al., 2006).
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3.5.1 Organizacién gendémica de CTV

El gRNA de CTV esta organizado en 12 pautas de lectura abierta (open reading
frames, ORFs) que potencialmente codifican al menos 17 proteinas, y dos regiones
no codificantes (non-translated terminal regions, NTRs) en los extremos 5y 3
(Sekiya et al., 1991; Pappu et al., 1994; Karasev et al., 1995). La mitad 5’ del genoma
codifica el médulo de replicacién formado por las ORFs la y 1b. La primera codifica
una poliproteina de 349 kDa, que incluye dos regiones que tienen homologia con
proteasas tipo papaina (L-Pro) y regiones con dominios caracteristicos de helicasa
(HEL) y metiltransferasa (MET). La segunda codifica una proteina con los dominios
tipicos de las RNA polimerasas RNA dependientes (RdRp) (Karasev et al., 1995) (Fig.
3). La mitad 3' del genoma contiene: i) el médulo de cinco genes (p6, p65, p61, p27 y
p25) caracteristico de los closterovirus, que codifican proteinas potencialmente
implicadas en el ensamblaje del virion y el movimiento célula a célula; ii) el gen p20
(homodlogo al gen p21 del BYV) y iii) cuatro genes que codifican las proteinas p33,
pl8, pl3 y p23, que no tienen homologia con proteinas descritas en otros

closterovirus (Dolja et al., 2006) (Fig. 3).

Modulo de ensamblaje del virion y

Modulo de replicacion movimiento célula a célula
I ™ . ™
ORF 1a 1b 2 3 4 5 6 7 8910 M1
I
PRO
M HEL p33  p65 p27
s_| 11 [ ]

NTR
RdRp p6é

Supresores del silenciamiento
Fig. 3 Representacion gréafica de la organizacion genémica de CTV. Las cajas representan las ORFs con
su respectivo nimero y en la parte superior o inferior se indica el nombre de la proteina que codifican. Se
indican los dominios homélogos de metiltransferasa (MET), helicasa (HEL) y proteasa (PRO) presentes en
la ORF 1lay las regiones no traducibles (NTR) de los extremos 5’y 3'.

La proteina p27 (CPm) recubre los primeros 627 nt del extremo 5’ del gRNA y la

proteina p25 (CP) los nucledtidos restantes; las proteinas p65 y p61 ayudan en esta
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funcioén actuando como “chaperonas moleculares” (Satyanarayana et al., 2000, 2004).
Las secuencias localizadas en el extremo 5’ NTR estan relacionadas con la union de
p27 a este extremo (Satyanarayana et al., 2004). La proteina p20 se acumula en los
cuerpos de inclusion amorfos en células infectadas (Gowda et al., 2000), mientras
que p23, una proteina de union a RNA (Lopez et al., 2000), controla la acumulacion
asimétrica de RNAs de ambas polaridades durante la replicacion y transcripcion del
gRNA (Satyanarayana et al.,, 2002). p20, p23 y p25 actlan como proteinas
supresoras de silenciamiento en plantas de N. benthamiana y N. tabacum: p23
suprime el silenciamiento a nivel intracelular, p25 a nivel intercelular y p20 a los dos
niveles (Lu et al., 2004). Ademas, p23 podria actuar como un determinante de
patogenicidad (Ghorbel et al.,, 2001; Fagoaga et al., 2005), ya que plantas
transgénicas de lima Mexicana que expresaban p23 mostraron los sintomas foliares
caracteristicos de CTV y recientemente se ha localizado en la region p23-3'-NTR el
determinante de SY en NA (Albiach-Marti et al., 2009).

3.5.2 Variabilidad genética

Actualmente se conoce la secuencia completa de 16 aislados con diferentes
caracteristicas bioldgicas y origenes geograficos, que incluyen los aislados T36
(Pappu et al.,, 1994; Karasev et al., 1995) y T30 (Albiach-Marti et al., 2000b) de
Florida, VT de Israel (Mawassi et al., 1996), T385 (Vives et al., 1999) y T318A (Ruiz-
Ruiz, et al., 2006) de Espafia, SY568 de California (Yang et al., 1999), NUagA de
Japén (Suastika et al.,, 2001), Qaha de Egipto (AY340974), B165 de India
(EU076703), un aislado de México (DQ272579) y seis de Nueva Zelanda: NZB18 y
NZM16 (Harper et al., 2009), NZTH30, NZTH28, NZM12 y NZG90 (FJ525431 a
FJ525436), mas secuencias parciales de otros aislados. Las secuencias de T30 y
T385 por un lado, y las de T36, Qaha y el aislados mejicano por otro, son casi
idénticas. T30 y T385 son esencialmente asintomaticos, T36 produce sintomas en
lima, D en naranjo dulce sobre NA y SY; VT produce ademas AM suave en pomelo,
mientras que los aislados NuagA, SY568R y T318A son mas virulentos y, al menos,
los dos ultimos, producen AM en pomelo, naranjo dulce y otras especies. Los aislados
NZB18 y B165 pertenecen a un nuevo genotipo virulento (Roy y Brlansky, 2008;

Harper et al., 2009), mientras que NZM16 presenta un fenotipo asintomatico (Harper
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et al., 2008). NZTH30, NZTH28, NZM12 y NZG90 rompen la resistencia de gen Ctv e
infectan P. trifoliata (Harper et al., 2008).

La variacién genética esta irregularmente distribuida a lo largo del genoma de
CTV, siendo el extremo 3' NTR la regidbn mas conservada, con una identidad entre
aislados superior al 95% y el extremo 5 NTR la mas variable, con valores de
identidad, en algunos casos, inferior al 50% (L6pez et al., 1998). De la misma
manera, se ha observado una distribucién desigual de la variacion genética entre
regiones codificantes e incluso dentro de un mismo gen, que probablemente reflejan
diferentes presiones de seleccion a lo largo del genoma (Rubio et al., 2001, Martin et
al., 2009).

Comparaciones de secuencia entre aislados de CTV con origenes geograficos
y caracteristicas patolégicas diferentes mostraron: i) un elevado grado de
conservacion entre los genomas de CTV separados en el tiempo y en el espacio
(Vives et al., 1999; Albiach-Marti et al., 2000b; Ruiz-Ruiz et al., 2006; Martin et al.,
2009), ii) una estructura poblacional variable entre aislados, con algunos de ellos
formados por una variante de secuencia mayoritaria y algunas minoritarias
estrechamente relacionadas (Albiach-Marti et al., 2000b), mientras que otros
muestran una estructura compleja con variantes de secuencia altamente divergentes
(Vives et al., 2005; Ayllén et al., 2006; Martin et al., 2009) y iii) frecuentes eventos de
recombinacién entre secuencias divergentes (Sambade et al., 2003; Vives et al.,
2005; Martin et al., 2009).

3.5.3 Expresién del genoma viral

La expresion del genoma de CTV incluye tres estrategias ampliamente
utilizadas por los virus con RNA de polaridad positiva: i) procesamiento protealitico, ii)
deriva ribosomal del tipo +1 y iii) produccion de sgRNAs 3’ co-terminales (Fig. 5) (Hilf
et al., 1995; Karasev et al., 1995, 1997; Satyanarayana et al., 2002 a, b; Gowda et al.,
2001, 2003 a, b; Ayllon et al., 2003, 2004).

La replicacion de CTV implica la sintesis de una cadena de RNA
complementaria de polaridad negativa que sirve como molde para generar nuevas
moléculas de RNA de polaridad positiva que constituyen el genoma del virus. Las
ORF 1la y 1b se traducen directamente a partir del gRNA. La primera codifica una

poliproteina de aproximadamente 349 KDa, mientras que la traduccidn ocasional de
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la ORF 1b ocurre por un mecanismo de deriva ribosomal tipo +1 y produce una
poliproteina de unos 402 KDa que es procesada proteoliticamente (Fig. 5a) (Karasev
et al., 1995).

Los 10 genes de la mitad 3' del genoma se expresan mediante la sintesis de
sgRNAs 3’ co-terminales que actian como mensajeros (MRNA), a partir de los cuales
se traduce el gen que ocupa la posicién 5’ terminal (Hilf et al., 1995) (Fig. 5b). La
produccién de sgRNAs le permite al virus regular la expresién de cada gen
independientemente de los otros en tiempo y en cantidad (Navas-Castillo et al.,
1997). El sgRNA de la ORF 11, que codifica la proteina p23, es el primero que se
detecta al inicio de la infeccion y las ORFs 10 y 7, que codifican las proteinas p20 y
p25 son los mas abundantes (Navas-Castillo et al., 1997; Albiach-Marti et al., 2004).

PRO
— HEL p33  HSPTO0 CPm  p18 p20

5

RARp p6 P13 p23

a) Traduccion a partir del gRNA, procesamiento proteolitico y deriva ribosomal +1

+1
L ]

v

v
POLIMERASA (RdRp)

. PROTEASAS
POLIPROTEINA 4 METILTRAN SFERASA
HELICASA

b) Expresion de sgRNAs 3’ co-terminales

Fig. 5 Representacion grafica del genoma de CTV vy las estrategias utilizadas para la expresion de las
distintas ORFs del extremo 5’y 3'.

Se han localizado en el gRNA las secuencias reguladoras (elementos
controladores) de la expresion de cada sgRNA, en posicion 5’ con respecto a su inicio
de transcripcion (Gowda et al., 2001; Ayllén et al.,, 2003) (Fig. 6). Cada elemento
controlador induce la formacion de tres RNAs diferentes: (1) un RNA de cadena

sencilla y polaridad positiva utilizado como mensajero para la expresién del gen
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adyacente a dicho elemento controlador, (2) un RNA de polaridad negativa
complementario a este ultimo y (3) un RNA de cadena sencilla y polaridad positiva
que se extiende desde el extremo 5’ del gRNA al extremo 5’ del elemento controlador
(Fig. 6) (Gowda et al., 2001), originado probablemente por la terminacion prematura
de la sintesis de nuevas copias del gRNA en las proximidades de cada elemento

controlador.

PRO
— HEL p33  HSP70 CPm  p18 p20

5 NTR

RdRp p6 p13  p23
RNA genémico (+)
e e R S —
RNA genomico (-)
‘e Y e o o eses
LMTs ___ l
sgRNAs 5 co-terminales (+) sgRNAs :;';:o-tenninales (Fy(-)

Fig. 6 Modelo propuesto para la replicaciéon y formacién de las diferentes especies de RNAs de CTV en
células infectadas. Las lineas negras indican las cadenas positivas y las rojas las negativas del gRNA, los
sgRNAs y los LMTs. Con circulos azules se indican las posiciones relativas de los elementos controladores
gue inducen la formacion de los sgRNAs.

Las células infectadas contienen ademas dos RNAs 5’ co-terminales de cadena
simple y polaridad positiva denominados LMTs (low molecular-weight tristeza) (Fig.
6), con unos tamafios que oscilan entre 842-854 nt (LMT1) y 744-746 nt (LMT2), cuya
funcién biolégica es desconocida (Che et al., 2001). LMT1 se produce durante la
replicacién por la presencia de un elemento controlador préximo al extremo 5, de
naturaleza distinta a los deméas (Gowda et al., 2003a), mientras que la produccién de

LMT2 esta asociada con el proceso de ensamblaje del virion (Gowda et al., 2009).
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Frecuentemente, en los tejidos infectados por CTV también se acumulan
grandes cantidades de RNAs defectivos (dRNAs) de ambas polaridades que
contienen los extremos 3' y 5’ pero carecen de una porcion variable de la region
central (Mawassi et al., 1995, Ayllén et al., 1999, Albiach-Marti et al., 2000a).

3.5.4 Movimiento viral

Para establecer una infeccién sistémica es necesario que el virus sea capaz de
moverse desde las células inicialmente infectadas a toda la planta. Para ello es
indispensable una interaccion entre los factores del huésped y del virus (Gilberston y
Lucas, 1996; Folimonova et al., 2008). La infeccion sistémica ocurre en dos etapas
sucesivas: la primera es el movimiento local, que incluye el desplazamiento del virus
por el citoplasma de la célula infectada hacia la periferia y su transporte a las células
vecinas, y la segunda es el movimiento a larga distancia que ocurre a través de los
tubos cribosos del floema (Waigmann et al., 2004).

La colonizacién de las células vecinas (movimiento célula a célula) se realiza a
través de los plasmodesmos que consisten en complejos puentes citoplasmaticos que
interconectan las células de las plantas (Hull, 1991; Gilberston y Lucas, 1996; Ruiz-
Medrano et al., 2004; Scholthof, 2005). Para esta dispersion local, la mayoria de virus
codifican proteinas de movimiento (MP), que forman complejos ribonucleoproteicos
con el RNA viral y facilitan el paso del virus a través de los plasmodesmos
aumentando el limite de exclusion molecular de los mismos (Hull, 1991; Gilberston y
Lucas, 1996; Herranz y Pallas, 2004; Haupt et al., 2005; Herranz et al., 2005; Lucas et
al., 2006; Wright et al., 2007; Boevink y Oparka, 2005). Aunque todos los virus
codifican MPs, el nimero de éstas, su estructura e interaccion con factores de la
célula huésped y su modo de accién varian dependiendo del tipo viral. Algunas
evidencias involucran el citoesqueleto y sus componentes en el movimiento viral.
Muchas MP van a los plasmodesmos via reticulo endoplasmico y los filamentos de
actina/miosina regulan el flujo de estas proteinas virales (Boevink y Oparka, 2005; Liu
et al., 2005).

Algunos virus infectan las células de las hojas inoculadas pero no pueden
establecer una infeccion sistémica, indicando que los dos procesos utilizan
mecanismos distintos. El virus llega al sistema vascular desde las células

acompafiantes de los tubos cribosos y se mueve con el flujo de nutrientes a lo largo
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de éstos (Carrington et al., 1996). Distintos estudios indican que la proteina de la
capsida mayoritaria (CP) es esencial para atravesar los elementos cribosos y
desarrollar una infeccién sistémica (Gilberston y Lucas, 1996; Lazarowitz y Beachy,
1999; Lazarowitz, 2002).

El movimiento de los closterovirus parece mas complejo que el de otros virus de
plantas, ya que al menos en el caso de BYV el movimiento célula a célula requiere la
ayuda de cinco proteinas distintas: CP, CPm, p6, HSP70h y p64 (Peremyslov et al.,
1999; Alzhanova et al., 2000). A su vez, la proteasa y la proteina p20 (sin homologia
con las de otros closterovirus) participan en el transporte a larga distancia (Peng et
al., 2003; Prokhnevsky, et al., 2002). HSP70h patrticipa en diversas funciones como la
unién a microtibulos (Karasev et al.,, 1992), el ensamblaje de los viriones
(Satayaranayana et al., 2000), uniéon a canales intercelulares (Alzahanova et al.,
2000) y movimiento célula a célula (Medina et al., 1999; Peremyslov et al., 1999;
Napuli et al., 2000). Esta proteina ha sido localizada en plasmodesmos de células
infectadas (Medina et al., 1999). Alzhanova et al., 2001 propusieron un modelo para
el ensamblaje y el movimiento de los closterovirus en el que la proteina HSP70h
permitiria la unién de la CPm al extremo 5’ terminal del RNA viral y formaria parte de
una estructura que, mediante la union de HSP70h al plasmodesmo permitiria la
translocacion del virus (Fig. 7).

Las proteinas de CTV implicadas en el movimiento viral no han sido adn
identificadas debido a que los citricos sé6lo han podido infectarse con viriones
completos producidos en células o en protoplastos de N. benthamiana
(Satyanarayana et al., 2001; Gowda et al., 2005) y los viriones no se producen en
ausencia de las proteinas CP, CPm, HSP70 y p61 (Satyanarayana et al., 2000). Por
similitud con BYV cabe presumir que al menos estas proteinas y p6 serian necesarias
para el movimiento sistémico de CTV. Recientemente, Tatineni et al., (2008) han
demostrado que p6 y p20, pero no p33, pl18 y pl3, son necesarias para establecer
una infeccién sistémica en C. macrophylla. Sin embargo, p33, p18 y pl3 serian
necesarias para el movimiento en NA y pomelo (Tatineni y Dawson, comunicacion
personal), lo que pondria de manifiesto el papel de factores especificos del huésped
en la invasion sistémica de CTV. En este trabajo se aborda el estudio de las pautas
temporal y espacial de la acumulacion de varias cepas de CTV en huéspedes con

distinta susceptibilidad a la infeccién.
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Fig. 7 Modelo propuesto para el ensamblaje y movimiento célula a célula de BYV. CP: proteina mayoritaria
de la capsida, CPm: proteina minoritaria de la capsida, PC: pared celular que separa las células
adyacentes. Tomado de Alzhanova et al., (2001).

3.5.5 Interaccidn virus-planta

Durante todas las etapas del ciclo viral se generan distintas interacciones entre
la planta huésped y el virus. Si no se produce un reconocimiento del virus por parte
de la planta se establece una interaccion compatible entre ambos que es favorable
para la infeccion viral. Por el contrario, si la planta reconoce al virus se establece una
interaccion incompatible que desencadena una respuesta de defensa por parte de la
planta con el fin de limitar la replicacion y el movimiento del virus (Hammond-Kosack
y Jones, 2000).

Las plantas han desarrollado mecanismos de reconocimiento y defensa frente a
patégenos (virus, viroides, bacterias, fitoplasmas, hongos y nematodos) que pueden
ser pasivos 0 activos. Entre los primeros se incluyen la presencia de paredes
celulares, ceras y otras barreras quimicas que constituyen una primera muralla
defensiva (Osbourn, 1996). Los segundos comprenden toda una bateria de proteinas
codificadas por los genes de resistencia (R) y el mecanismo de silenciamiento génico

mediado por RNA.
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3.5.5.1 Genes de resistencia (R)

Los productos codificados por los genes de resistencia (R) pueden actuar
inactivando una toxina producida por el patégeno, codificando dianas de patogénesis
en ausencia de las cuales la planta se muestra resistente, preparando los
mecanismos generales de defensa de la planta 0 mediante la interacciéon gen a gen
(Takken y Joosten, 2000). En esta Gltima modalidad los productos codificados por los
genes R detectan moléculas inductoras sintetizadas por el propio patdgeno
denominadas factores de avirulencia (Flor, 1942 y 1971; Bent, 1996; Ellis et al.,
2000b), que incluyen desde toxinas bacterianas hasta proteinas de la cépsida viral o
enzimas hidroliticos fangicos. Las proteinas R actian como receptores y las proteinas
inductoras como ligando (Keen, 1990; Gabriel y Rolfe 1990; Ellis et al., 2000b) y su
interaccion inicia una cascada de sefiales que desencadenan la respuesta
hipersensible (HR), caracterizada por una muerte celular programada que induce
lesiones necréticas en el sitio de la infeccidon (Staskawicz et al., 1995; Heath, 2000;
Shirasu y Schulze-Lefert, 2003, Soosaar et al., 2005). La HR va acompafiada por una
respuesta sistémica adquirida (Soosaar et al., 2005) en tejidos lejanos de la zona de
infeccidn, caracterizada por i) la produccién de especies quimicas oxidantes (Lamb y
Dixon, 1997), ii) sintesis de callosa (Shimomura y Dijkstra, 1975) y lignina, iii)
aumento de los niveles de acido salicilico (Malamy et al., 1990; Naylor et al., 1998) y
iv) produccién de proteinas relacionadas con la patogénesis (Yalpani et al., 1991). De
este modo la planta limita el movimiento a corta y larga distancia del patégeno. Los
genes R que se han caracterizado frente a distintos patégenos codifican cinco clases
de proteinas (Dangl y Jones, 2001; Lehmann, 2002) y la mayoria de los que
proporcionan resistencia a virus poseen sitios de unidon a nucleétidos (NBS) y
regiones ricas en leucinas (LRR) (Maule et al., 2007). Pequefias variaciones en el
dominio LRR permiten variar la especificidad frente al patégeno (Farnham vy
Baulcombe, 2006). Generalmente los genes R son monogénicos dominantes (Kang et
al., 2005).

Algunas especies del género Citrus muestran resistencia a ciertas cepas de
CTV, (Garnsey et al.,, 1987; Fang y Roose, 1999; Asins et al., 2004), pero la
resistencia a CTV es mas comin en otros géneros relacionados dentro de la
subfamilia Aurantioideae, incluyendo algunas especies de Fortunella, Poncirus

trifoliata, Severinia buxifolia y Swinglea glutinosa (Garnsey et al., 1987; Yoshida,
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1996; Mestre et al.,, 1997a,b). Albiach-Marti et al., (2004) observaron que los
protoplastos de huéspedes resistentes a CTV como S. buxifolia, Sw. glutinosa y P.
trifoliata replicaban y acumulaban CTV a niveles similares a los de huéspedes
tolerantes como el naranjo dulce, indicando que la resistencia de estos huéspedes no
era a nivel celular. P. trifoliata es resistente a la mayoria de los aislados de CTV, y
esta resistencia, que se transfiere a muchos de sus hibridos (citranges y citrumelos),
estd asociada a un gen dominante (Ctv), que se ha localizado en una region
restringida a 121-kb que incluye 10 genes (Yoshida, 1985, 1993; Gmitter et al., 1996;
Mestre et al.,, 1997a; Fang et al., 1998; Deng et al., 2001; Yang et al., 2003; Rai,
2006). Asimismo, se ha identificado otro gen (Ctv-m), que es esencial para limitar la
dispersion de CTV en P. trifoliata heterocigéticos para Ctv, pero no en los
homocigéticos (Mestre et al., 1997b).

Asins et al., (2004) y Bernet et al.,, (2004) estudiaron rasgos cuantitativos
asociados a la resistencia temporal del NA Verna Afin a CTV (QTLs), aunque la
naturaleza del mecanismo de esta resistencia es desconocido. En este trabajo se

analiza la resistencia inicial del NA a la invasion sistémica por distintas cepas de CTV.

3.5.5.2 Silenciamiento génico mediado por RNA

El término silenciamiento génico mediado por RNA engloba un conjunto de
procesos que regulan la estabilidad del genoma (Baulcombe, 2004; Chan et al., 2004;
Ekwall, 2004; Wassenegger, 2005; Vaucheret, 2006), la expresion de genes
relacionados con el desarrollo (Carrington y Ambros, 2003; Bartel, 2004; Baulcombe,
2004; Dugas y Bartel, 2004; Chen, 2005; Carthew, 2006; Jones-Rhoades et al., 2006;
Chapman y Carrington, 2007) y la defensa antiviral (Voinnet, 2001, 2005; Waterhouse
et al., 2001; Ding et al, 2004; Lecellier y Voinnet, 2004; Dunoyer y Voinnet, 2005; Li y
Ding, 2005; Ding y Voinnet, 2007). Estos procesos, estudiados en un amplio grupo de
organismos eucariotas, incluyen la produccion de pequefios RNAs de dos tipos,
mMiRNAs (microRNAs) o siRNAs (small interfering RNAs), a partir de RNA de doble
cadena (dsRNA) derivado de transcritos enddgenos o exdgenos, respectivamente
(Krulko et al., 2009).

A diferencia de los genes R, la defensa antiviral mediada por el silenciamiento
génico se caracteriza por su capacidad para adaptarse a cualquier potencial

patégeno, ya que su especificidad no esta genéticamente codificada por el huésped,
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sino que es dictada por la secuencia del genoma viral (Voinnet, 2001). La activacion
del silenciamiento viral se produce con el reconocimiento del dsRNA, generado
durante la replicacion o formado por la unién de regiones complementarias del gRNA,
y su posterior degradacion por una ribonucleasa tipo Ill (RNAse Ill) denominada
DICER (Bernstein et al.,, 2001), que produce fragmentos de 21-30 nt con dos
nucleétidos protuberantes en el extemo 3’ (siRNAs) (Xie et al., 2004) (Fig. 9). Los
siRNAs generados son reclutados por el complejo RISC (RNA-induced silencing
complex), que dirige la degradacion del RNA homélogo (Qu y Morris, 2005 y Li y
Ding, 2006). La unidn de los siRNAs al complejo RISC requiere una proteina de unién
a dsRNAs (DRB) que forma heterodimeros con DICER (Hiraguri, et al., 2005; Adenot
et al.,, 2006; Nakazawa et al., 2007). El principal componente del complejo RISC
pertenece a la familia de las proteinas Argonautas (AGO) que presentan una
estructura similar a la RNasa | (Bartel, 2004; Tomari y Zamore, 2005; Song y Joshua-
Tor, 2006).

La activacién del silenciamiento se produce, inicialmente, a nivel de una célula,
pero posteriormente se extiende a células vecinas a través de los plasmodesmos
mediante los siRNAs de 21 nt (Hamilton et al., 2002; Himber et al., 2003; Dunoyer et
al., 2005; Schwach et al., 2005). Esta respuesta puede amplificarse mediante la
sintesis de nuevos dsRNAs a partir de fragmentos generados por el complejo RISC,
por la accion de una RNA polimerasa celular dependiente de RNA (RDR) (Sijen et al.,
2001; Vaistij et al., 2002). Los dsRNAs resultantes son a su vez digeridos por DICER,
generando los siRNAs secundarios (Sijen et al., 2007) (Fig. 8), que transportados por
el floema son la sefial movil encargada de extender el silenciamiento al resto de la
planta (Hamilton y Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2001; Mlotshwa et al., 2002;
Voinnet, 2005; Kalantidis et al., 2008).

El nimero de genes que codifican proteinas participantes en las distintas
etapas del silenciamiento varian en funcién del organismo. A. thaliana codifica 4
proteinas DICER, 10 genes AGO, 5 DRBs y 6 RDRs.
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Fig. 8 Principales pasos en el silenciamiento génico mediado por RNA. El silenciamiento se inicia con la
degradacion del dsRNA. Los pequefios RNAs resultantes se incorporan al complejo RISC como ssRNAs y
dirigen la metilacién del DNA, el bloqueo traduccional y la degradacion de RNAs homdlogos. En los
organismos que presentan RDR, se sintetizan siRNAs secundarios que amplifican la sefial de
silenciamiento. FX indica factores del huésped; DCL, Dicer-like protein; RDR, RNA polimerasa dependiente
de RNA. Tomado de Li y Ding (2006).

3.5.5.2.1 Supresores del silenciamiento viral

El silenciamiento génico mediado por RNA es un eficaz mecanismo de defensa
antiviral de la planta que induce la destruccion del genoma viral, reduciendo la
acumulacion viral y restringiendo el movimiento del virus. Como contradefensa, los
virus codifican proteinas supresoras del silenciamiento. Algunas de éstas afectan al
metabolismo de los siRNAs, bloqueando el procesamiento de dsRNAs por DICER o
secuestrando los siRNAs, para evitar la accidén de éstos, mientras que otras suprimen
el silenciamiento sistémico evitando que la sefial se transmita por toda la planta (Roth
et al., 2004).

Se han desarrollado distintos ensayos para identificar las proteinas virales
supresoras del silenciamiento. Entre ellos: i) Ensayos de reversion del silenciamiento,

en los que se examina el fenotipo de una planta con un gen indicador silenciado
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cuando se expresa en ella la proteina candidata o se replica el virus correspondiente;
i) Ensayos de expresion estable en los que una planta transgénica que expresa el
gen candidato se cruza con otra portadora de un gen indicador silenciado y se
examina la expresion del gen indicador en la progenie; y iii) Ensayos de expresion
transitoria en los que hojas de N. benthamiana 16c, que expresan un gen indicador
(normalmente el de la proteina fluorescente verde GFP), se coinfiltran con dos
cultivos de Agrobacterium tumefaciens transfectados con plasmidos binarios
portadores del gen indicador gfp y del que codifica la proteina candidata,
respectivamente (Moissiard y Voinnet, 2004, Roth et al., 2004, Qu y Morris, 2005 y Li
y Ding, 2006). Este ultimo método es el mas ampliamente utilizado por su facilidad de
ejecucién, bajo coste y elevada eficacia en la expresion de cualquier gen de interés
en las células de la planta (Voinnet et al., 2000; Johansen y Carrigton, 2001).

Se han identificado alrededor de 30 proteinas supresoras, tanto en virus con
genoma de RNA como de DNA, muchas de las cuales son a la vez determinantes de
patogenicidad del virus y/o proteinas de movimiento viral (Li y Ding, 2006). Estas
proteinas no presentan similitud de secuencia ni de estructuras superiores, indicando
que su origen evolutivo es distinto (Carrington et al., 2001). Recientemente, las
proteinas supresoras del silenciamiento se han agrupado en tres familias bien
diferenciadas (Diaz-Penddn y Ding, 2008). Las proteinas de la primera familia, que
incluye la proteina HcPro de los potyvirus y la p26 de los tobamovirus, actian en los
pasos iniciales del silenciamiento intracelular en las células infectadas, antes del
movimiento célula a célula, por lo que la expresién de estas proteinas incrementa la
acumulacion viral en protoplastos. Las de la segunda familia, a la que pertenece la
proteina p25 de los potexvirus, son necesarias para el movimiento célula a célula del
virus pero aparentemente no afectan la acumulacién viral en protoplastos. Las de la
tercera, que engloba las proteinas 2b de cucumovirus, p19 de tombusvirus y p38 de
carmovirus, facilitan el movimiento a larga distancia o intensifican la sintomatologia en
tejidos infectados sistemicamente, pero no son necesarias para la replicacion viral y el
movimiento célula a célula.

En CTV se han identificado 3 proteinas (CP, p20 y p23) que actian como
supresoras del silenciamiento en N. benthamiana y N. tabacum, de las que p23
actuaria a nivel intracelular, CP a nivel intercelular y p20 a ambos niveles (Lu et al.,

2004). Lu et al., (2004) sugirieron que p23 podia tener un mecanismo de accién
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similar al de HcPro, ya que las dos son potentes supresoras a nivel intracelular, pero
ninguna de ellas actla a nivel intercelular o en la metilacién del DNA. La proteina p20
comparte caracteristicas con la proteina 2b de CMV (Cucumber mosaic virus): las dos
son supresoras a nivel intercelular, pero a nivel intracelular su supresién es mas débil.
Sin embargo, al contrario que 2b, la supresién del silenciamiento intercelular de p20
no se asocia con una reduccién de la metilacién del DNA. Finalmente, CP presenta
un mecanismo de accion distinto y suprime el silenciamiento a nivel intercelular sin
afectar a nivel intracelular. Curiosamente, el primer sgRNA que se detecta en
protoplastos de N. benthamiana inoculados con CTV es el que expresa p23, y los
sgRNAs que mas se acumulan en las células infectadas por CTV son los que
expresan las tres proteinas supresoras (Hilf et al., 1995; Navas-Castillo et al., 1997;
Albiach-Marti et al., 2004).

3.5.6 Analisis de las interacciones virus planta: micromatrices

Existen distintas técnicas para la identificacion de los cambios en la expresion
de los genes del huésped que tienen lugar durante la infeccion viral. Estas técnicas
comprenden desde la hibridacién in situ con sondas de genes individuales hasta el
andlisis de los perfiles de expresion global utilizando micromatrices. La hibridacién in
situ se ha empleado en tejidos embrionarios y cotiledones infectados, ya que
proporciona una buena relaciéon espacial entre el avance de la infeccion viral y la
expresion de genes seleccionados del huésped, pero no es util para examinar los
cambios de expresion de todo el genoma (Whitham et al., 2006). El empleo de la
gendmica funcional utilizando micromatrices de cDNA supone una nueva alternativa
para el estudio de los procesos biolégicos que ocurren en la interaccion entre la
planta y el patégeno durante la infeccion (Ramonell y Somerville, 2002; Koltai y
Volpin, 2003; Gandia et al., 2007) y ha permitido avances en la identificacién de
genes de plantas implicados en la respuesta de defensa (Bulow et al., 2007).

Una micromatriz de DNA consiste en un conjunto de secuencias de DNA
inmovilizado sobre una superficie solida y organizadas en cuadriculas microscopicas
mediante un sistema robotizado (Alba et al., 2004). Los datos de expresiéon génica se
obtienen mediante la hibridaciébn de la micromatriz con una poblacion de cDNAs
procedentes de la muestra problema marcados con fluorescencia, de modo que se

obtiene una sefal de fluorescencia para cada sonda cuya intensidad representa el
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nivel de expresién de dicho gen en la muestra problema (Busch y Lohmann, 2007).
Actualmente se pueden distinguir tres tipos de micromatrices de DNA segln la
naturaleza de las sondas y las técnicas de hibridacion utilizadas. En dos de ellas las
sondas inmovilizadas consisten en productos de PCR o en oligonucleétidos largos
(50-70 bases), que se hibridan con dos poblaciones de cDNA, una correspondiente a
la muestra problema y otra a la muestra control, marcadas con dos fluoréforos
diferentes, mientras que en la tercera se utilizan oligonucledtidos cortos (25 bases)
sintetizados in situ que se hibridan con una dnica poblacion de cDNA (Busch vy
Lohmann, 2007).

El Proyecto de Gendbmica Funcional de Citricos (CFGP,

http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) tiene como objetivo general el

desarrollo de herramientas gendmicas para el estudio de procesos biolégicos
relevantes para la citricultura incluyendo la biologia del desarrollo, la respuesta al
estrés de origen bidtico o abidtico o los procesos de post-cosecha. Para tener
ampliamente representado el transcriptoma del género Citrus, se generé una
coleccion de indicadores de secuencias expresadas (expressed sequence tags,
ESTs) a partir de clones procedentes de 52 genotecas de cDNA (30 genotecas
estandar, 6 de sustraccion, 11 enriquecidas en clones de longitud completa y 5
enriquecidas en clones de longitud completa normalizados), utilizando diferentes
tejidos procedentes de varias especies de citricos en diferentes estados de desarrollo
y bajo diversas condiciones de estrés bhidtico y abidtico. Los tejidos y tratamientos
aplicados a los mismos, se seleccionaron por su importancia dentro del cultivo de
citricos. La primera micromatriz de cDNA desarrollada en el CFGP contenia 12.672
clones que correspondian a 6.875 unigenes a partir de una coleccion de 22.000 ESTs
(Forment, 2005), mientras que la versién actual consiste en una micromatriz de
elevada densidad compuesta por 85.965 clones que representan 21.081 unigenes de
citricos y se gener6 a partir de las 52 librerias de cDNA indicadas (Martinez-Godoy, et
al., 2008).
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CTV es uno de los virus que mayores dafios ha causado en el cultivo de
citricos. Actualmente es endémico en la mayoria de las zonas citricolas del mundo,
con centenares de millones de arboles infectados y otros muchos en peligro de
infeccién inmediata. Sin embargo, su nicho ecoldgico es extremadamente reducido ya
que sélo infecta especies de unos cuantos géneros de la familia Rutaceae, y en las
plantas infectadas s6lo invade células floematicas, lo que sugiere una interaccion muy
especifica con los citricos y posiblemente la co-evolucion de patégeno y huésped
(Moreno et al., 2008). La diversidad de sintomas que CTV es capaz de inducir en
funcion de las especies infectadas y la intensidad variable de los mismos en funcién
de los aislados virales indican que probablemente hay muchos factores implicados en
la interaccion CTV-citricos y que éstos podrian variar entre aislados y especies
huésped. Sin embargo, la naturaleza de estos factores y su modo de accion son
actualmente desconocidos debido en gran medida a la complejidad del genoma de
CTV, al dificil manejo del sistema CTV-citricos y a la ausencia de huéspedes
herbaceos que pudieran servir como sistema modelo al menos en una primera
aproximacion.

Dada la imposibilidad practica de contener la dispersion de CTV o evitar su
evolucién hacia formas mas virulentas, el control de los dafios mediante proteccion
cruzada o mediante resistencia mediada por genes del patégeno utilizando plantas
transgénicas requeriria un conocimiento detallado de las interacciones CTV-citricos
gue permitiese una manipulacion apropiada de las mismas para reducir los efectos
indeseados. Especial interés tendria el conocimiento de las interacciones de CTV con
el naranjo amargo, como base para una hipotética recuperacién de su uso como
patrén, ya que ninguno de los patrones tolerantes al decaimiento iguala las
cualidades agrondmicas del naranjo amargo.

Como primera etapa para el estudio de dichas interacciones en este trabajo se
intentd responder a cuestiones preliminares basicas tales como: ¢ esté relacionada la
intensidad de los sintomas que muestran distintas especies de citricos con la
acumulacion de CTV en sus tejidos? ¢existe una correlacién entre la virulencia de
distintos aislados en un mismo huésped y la carga viral que alcanza cada uno de

ellos? ¢son similares las pautas temporales (0 espaciales) de invasion de distintos
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huéspedes por distintos aislados de CTV? ¢se relacionan estas pautas con una
distinta actividad replicativa del virus o con distinta intensidad del silenciamiento? ¢la
resistencia de naranjo amargo a algunos aislados de CTV, tiene que ver con una
mayor intensidad del silenciamiento o con otros factores de la interaccién virus-
huésped? ¢ qué genes se expresan diferencialmente en el naranjo amargo tras la

infeccion con un aislado asintomatico o con uno inductor del sindrome de SY?

Para responder a las preguntas formuladas se establecieron los siguientes

objetivos:

1. Analizar la acumulacion viral de aislados de CTV de distinta virulencia en
huéspedes con diferente sensibilidad a este virus y establecer si la intensidad
de los sintomas inducidos esta asociada con la concentracion viral. Examinar
las pautas de acumulacion temporal de los aislados de CTV en los distintos

huéspedes citricos.

2. Examinar la actividad replicativa de los distintos aislados en los huéspedes
citricos estudiados y evaluar la intensidad del silenciamiento inducido por
aislados de distinta virulencia en los diferentes huéspedes citricos. Comparar la
capacidad supresora de la proteina p23 de aislados de CTV de distinta

virulencia.

3. Estudiar la acumulacion viral y la intensidad del silenciamiento en distintos
tejidos de naranjo amargo. Evaluar la influencia del patron en la acumulacion
viral e intensidad del silenciamiento de plantas de naranjo amargo injertadas

sobre patrones con distinta susceptibilidad a CTV.
4. Analizar los cambios en el transcriptoma de naranjo amargo tras la infeccién por

un aislado asintomatico de CTV o por uno inductor de SY, antes y después de

la aparicién de sintomas.
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CAPITULO I. ESTUDIO DE LA ACUMULACION VIRAL DE CTV EN DISTINTOS
HUESPEDES CITRICOS

1. INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas destacadas de CTV es la variabilidad en el tipo
e intensidad de sintomas que induce en distintos huéspedes. Como se ha sefialado
en la introduccién éstos pertenecen a tres categorias: 1) Decaimiento (D) de plantas
propagadas sobre patrén naranjo amargo (NA), 2) Acanaladuras en la madera (AM) y
3) enanismo y amarilleo de plantas de semilla de NA pomelo o limonero (seedling
yellows, SY). Casi todos los aislados de CTV ocasionan algiun sintoma en las
especies mas sensibles a CTV como lima Mexicana (LM) o Citrus macrophylla (CM),
mientras que soélo los aislados mas virulentos inducen AM en plantas de naranjo dulce
(ND). Por otra parte, la intensidad de los sintomas en un mismo huésped varia con
los aislados.

La multiplicacién viral en las células huéspedes va acompafiada de alteraciones
en la expresion génica de la planta, lo que desencadena el proceso de la enfermedad
y la expresion de sintomas. Las diferencias de patogenicidad entre los aislados de
CTV probablemente son debidas al tipo de interaccion virus/huésped que se
establece (Gandia et al., 2007). A su vez, esta interaccién podria verse afectada por i)
diferencias de secuencia entre aislados en determinadas regiones del genoma viral,
i) los niveles de acumulacion viral en el huésped, iii) variaciones en la capacidad para
inducir el silenciamiento en la planta o para limitar los efectos de éste por parte de las
proteinas supresoras de silenciamiento del virus, iv) la presencia en el huésped de
genes de resistencia al virus, o v) otros factores.

Como primera aproximacion para comprender las diferencias en la expresién de
sintomas entre aislados y huéspedes de CTV, en este capitulo se abordaron los

siguientes objetivos:

» Determinar si un aislado de CTV se acumula por igual en distintos huéspedes.

» Estudiar si la acumulacion viral de distintos aislados de CTV en un mismo
huésped esta relacionada con la intensidad de los sintomas inducidos.

= Establecer la pauta de acumulacion temporal de los aislados de CTV en

distintos huéspedes citricos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Huéspedes citricos y aislados de CTV

En los experimentos realizados se utilizaron grupos de 25 plantas de ND, LM,
CM y NA. Se inocularon por injerto grupos de 5 plantas de cada especie con cada
uno de los aislados: T388, T318A y T385 (pertenecientes a la coleccion de aislados
del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias) y el aislado clonal T36 CTV9
originado a partir de un clon infeccioso del aislado T36 de Florida (Satyanarayana et
al., 1999, 2001), amablemente cedido por el Dr. William O. Dawson, (University of
Florida-CREC, Lake Alfred, FL). Como controles negativos se utilizaron 5 plantas de
cada huésped sin injertar. Cuando se comprobé que los injertos estaban prendidos,
las plantas se cortaron por encima del punto de injerto para inducir una nueva
brotacion, que se guid a un Unico brote (Roistacher, 1991). Las plantas se
mantuvieron en invernadero con temperatura controlada (18 - 26°C) utilizando un
substrato adecuado para citricos (50% turba y 50% arena) y se fertilizaron por un

procedimiento estandar (Arregui et al., 1982).

2.2 Inmunoensayo enzimético indirecto (ELISA indirecto)

En un inicio se estimé la concentracion aproximada de cada aislado de CTV en
los distintos huéspedes mediante ELISA indirecto (Cambra et al., 1990). Para ello se
tapizaron placas de 96 pocillos (Nunc®) con 1 pg/ml de inmunoglobulinas del
anticuerpo policlonal 879 (amablemente proporcionado por el Dr. Stephen M.
Garnsey, University of Florida-CREC, Lake Alfred, FL), obtenido frente a viriones
purificados de CTV (Bar-Joseph et al., 1973), en tampén carbonato 0.1 M (pH 9.6).
Las placas se incubaron durante 4 h a 37°C y se lavaron cinco veces con tampén
lavador AFT (0.14 M NacCl, 2.6 mM NaH,P0O,4.2H,0 y 7.5 mM Na,HPO,4.12H,0) con
Tween 20 al 0.05% (v/v). Los extractos (190 pl/pocillo) se prepararon
homogeneizando 0.1 g de peciolos de 5 hojas jévenes totalmente expandidas por
planta en 20 volimenes de tampdn de extraccion (AFT + 1% Polivinilpirrolidona, PVP)
y las placas se incubaron a 4°C durante toda la noche. Tras cinco lavados, las placas
se incubaron durante 2 h a 37°C en una mezcla 1:1 (v/v) de los anticuerpos
monoclonales 3DF1 y 3CA5 (Vela et al., 1986) (INGENASA®) diluidos en AFT, a una

concentracion de uso establecida previamente (0.1 pug/ml). Una vez lavadas cinco
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veces, las placas se incubaron durante 90 min con una dilucién 1:20.000 de
inmunoglobulinas anti-ratéon conjugadas con fosfatasa alcalina (Sigma®) en AFT, se
lavaron de nuevo y se revelaron utilizando como sustrato 1pg/ml de p-nitrofenilfosfato
en tampén dietanolamina (10% de dietanolamina en H,O destilada, pH 9.8). La
densidad optica (DOy0s) se midié a 405 nm a distintos tiempos utilizando un lector de
placas (Microplate Reader Benchmark — BioRad®).

Para poder comparar los valores de DQOygs obtenidos en los distintos ensayos
se incluyeron en todas las placas 4 diluciones seriadas (1:2) de un control positivo
estandar, que consistia en un extracto (1:20) preparado a partir de una mezcla de
hojas jovenes totalmente expandidas de plantas infectadas con los aislados T318A,
T388, T36 y T385 previamente desecadas y pulverizadas. Los valores ELISA de
estos controles positivos fueron utilizados para preparar una recta de calibracion.

Se utilizaron dos pocillos por muestra y se consideraron positivas aquellas
muestras cuyo valor ELISA medio era al menos dos veces superior a la lectura media
del control negativo. Las lecturas de cada muestra se ajustaron restandoles el valor
medio de los controles negativos y se expresaron como porcentaje sobre el valor

ELISA de la dilucion %2 obtenido en la recta de calibracion.

2.3 Cuantificacion de RNA gendmico
Para cuantificar la carga viral alcanzada en los distintos huéspedes citricos se
empled también un protocolo de RT-PCR cuantitativa a tiempo real (q-RT-CPR),

puesta a punto en nuestro laboratorio (Ruiz-Ruiz et al., 2007).

2.3.1 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total (RNAt) se efectud partiendo de 1-3 g de material
vegetal fresco (corteza de planta infectada) triturado en mortero con nitrégeno liquido
y homogeneizado en 5 ml de TCES (0.2 M Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, 0.2 M
NaCl, 2% (p/v) SDS) al que se le afiadié 5 ml de fenol acido saturado con agua y 25
ul de B-mercaptoetanol y se incubd 10 min a 50°C. El extracto se centrifugd a 1700 x
g durante 10 min para precipitar el material insoluble y la fase acuosa se extrajo con
una solucién de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1, v/v) y se centrifug6é de nuevo en
las mismas condiciones. El RNA del sobrenadante se precipitd con LiCl 5 M durante

toda la noche a — 20°C. El precipitado obtenido tras la centrifugacion a 5000 x g
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durante 15 min, se lavd con 70% de etanol y se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones (Ancillo et al, 2007). Finalmente, los extractos de RNAt se
resuspendieron en agua libre de RNasas y una alicuota se traté con DNasa libre de
RNasas (Turbo DNA-free, Ambion). Las concentraciones del RNAt tratado con DNasa
se ajustaron aproximadamente a 10 ng/ul y se cuantificaron por duplicado en un
espectrofotometro (Nanodrop®, ND-1000).

Estudios previos realizados con plantas individuales indicaban que la
variabilidad biolégica entre plantas era minima, por este motivo, se utilizé en todos los
ensayos una mezcla de la corteza de las cinco plantas infectadas con el mismo
aislado.

2.3.2 RT-PCR atiempo real

Con el fin de estimar el n° de copias de gRNA viral presente en los tejidos
infectados se emplearon los cebadores PM197F Y PM198R (Tabla 1.1) localizados
en las proximidades de los extremos 3’ de la ORF 1b y 5 de la ORF 2. Estos
cebadores permiten evitar la amplificacion de los RNA subgenémicos (sgRNAs) mas
abundantes (sgRNAs 3’ co-terminales y los LMTs 1y 2 5’ co-terminales) y la mayoria
de los RNAs defectivos (ARNAS) (Ruiz-Ruiz et al., 2007).

Tabla 1.1 Cebadores utilizados en la RT-PCR cuantitativa a tiempo real

Cebador Secuencia nucleotidica (5’ - 3) Posicion
PM 197F*  CGCCAATTTGATCTGTGAACG 10690-10710
PM 198R*  GCGAAAGCAAACATCTCGACTC 10854-10876
PM 261F*  TTAATACGACTCACTATAGGCGCCAATTTGATCTGTGAACG  10690-10710
PM 274F*  GGTTGATTTGGCCGCTGAA 18757-18775
PM 275R* CAGCGTTGATGTCCGGTAACA 18867-18887

* Ruiz-Ruiz et al., 2007 ** Ruiz-Ruiz, 2009

La PCR cuantitativa a tiempo real se realiz6 utilizando la plataforma
LightCycler® (Roche Molecular Diagnostics) con capilares de 20 pl. Para ello se
utilizaron 10 pl de mezcla de reaccién que contenfa 2 ul FastStart DNA MASTER t°
SYBR Green | (Roche), 4.7 ul de agua libre de RNasa, 0.05 pl de retrotranscriptasa

multiScribe (Applied Biosystems), 0.05 pl de Inhibidor de RNasas (Applied
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Biosystems), 0.3 uM de cada cebador y 2pl del extracto de RNAt (~ 10 ng RNA/ul).
En cada uno de los ensayos se incluyeron controles de planta sana y agua libre de
RNasas en lugar de RNAt, y al menos dos diluciones de transcrito de la recta de
calibracién. Todas las muestras se analizaron por duplicado en 2 experimentos
independientes. Las condiciones térmicas incluyeron una retrotranscripcién a 48°C
durante 30 min, incubacion a 95°C durante 10 min, 45 ciclos de amplificacion: 2 s a
95°C, 20 s a 60°C y 15 s a 72°C; seguidos de un ultimo segmento de lectura de
fluorescencia a 82°C durante 2 s que permitia eliminar la formacién de dimeros de
cebadores y minimizar asi las interferencias en la medida.

La obtencién de un producto especifico de DNA se confirmé por la observacion
de picos Unicos en la curva de fusion, con valores de temperatura de fusion (Tm) de ~
85°C para los aislados virulentos y de ~ 83.5°C para los no virulentos (Ruiz-Ruiz et
al., 2007) (Fig. 1.1).
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Fig. 1.1 Curvas de fusion para los aislados virulentos (85°C) y asintomatico (83.5°C).

El programa informético provisto por la plataforma LightCycler proporcioné el
ciclo umbral de fluorescencia (Ct) para cada muestra. El n°® de copias de gRNA viral
se estim6 interpolando los valores Ct individuales en la recta de calibracion
anteriormente obtenida.

2.4 Inmuno-microscopia electrénica
El procedimiento general para este ensayo fue el descrito por Milne et al.,
(1993) con algunas modificaciones. Los extractos se prepararon homogeneizando

aproximadamente 100 mg de corteza de ND y NA infectados con los aislados T385 o
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T388 en 1ml de tampoén AFT + 1% PVP. Las rejillas de cobre (Maxtasorm HF34-
Fedelco) cubiertas con una pelicula de Parlodion reforzada con carbono se colocaron
durante 1h 30 min sobre gotas del anticuerpo policlonal anti-CTV (G604) en tampdn
carbonato, se lavaron con agua miliQ, se secaron y se colocaron sobre gotas de los
extractos vegetales infectados durante 2 h a temperatura ambiente. Después de
lavarlas con agua miliQ, las rejillas se tifieron con acetato de uranilo al 2% (p/v), se
secaron y se examinaron en un microscopio electronico (Philips 300) a 80 KV. Para
cada muestra se contaron las particulas virales observadas en 100 campos elegidos
al azar con 8900 aumentos.

3. RESULTADOS

Con el fin de estudiar si la acumulacion viral de CTV estaba relacionada con la
induccién de sintomas, se inocularon huéspedes citricos con distinta susceptibilidad
al virus: i) ND que solo manifiesta sintomas con los aislados inductores de AM, ii) LM
y CM que son sensibles a la mayoria de los aislados de CTV y muestran sintomas de
intensidad variable, y iii) NA que presenta resistencia parcial al virus (Asins et al.,
2004) y con algunos aislados da una infeccion asintomética mientras con otros induce
SY (Moreno et al.,, 2008). Los aislados de CTV se eligieron en base al tipo e
intensidad de sintomas que inducen: T385 es un aislado esencialmente asintomatico
(Moreno et al., 1991; Vives et al., 1999), el aislado T36-CTV9 induce los sintomas D y
SY (Satanarayana et al., 2001), y los aislados T388 y T318A inducen D, SY y AM
(Ballester-Olmos et al., 1988; Ruiz-Ruiz et al., 2006; Sambade et al., 2007).

La sintomatologia observada en invernadero en las distintas combinaciones fue

la indicada en la siguiente tabla:
Tabla 1.2 Sintomatologia observada en invernadero en las plantas de lima Mexicana, C. macrophylla,
naranjo dulce y naranjo amargo inoculadas con los distintos aislados de CTV.

SINTOMAS:

AISLADO LM CM CN: clorosis nervial
- leNe++ o

c c AM: acanaladuras en la madera
T318A | AM: ++ N: + N: + SY: +4+ AH: acopamiento hoja
AH: ++ AM:++ | AM: ++ SY: amarillamiento brote
: A: asintomatico
CN: ++
T36 | AM:+ CN: + A SY: ++
. AM: + INTENSIDAD:
AR+ +: suave
CN: +++ .
T388 | AM: 44+ m:- - m:. B sy ++ moderado
AH: +++ : : +++: intenso
T385 A A A A
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3.1 Estimacién de la concentracion viral en plantas mediante ELISA indirecto

En cada placa se incluyeron ocho pocillos con cuatro diluciones seriadas (1:2)
de un control positivo estandar que se utilizaron para obtener una recta de calibracion
(Fig. 1.2) y normalizar los valores ELISA ajustados (una vez sustraido el valor medio

de los controles negativos) de las muestras con respecto a la dilucién % del estandar.

200
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300 : . . .
0 0,2 0,4 0,8 0,8 1
DILUCIONES ESTANDAR y = 487,3x +336,58
RZ = 0,9638

Fig. 1.2 Recta de calibracion realizada con los valores de DO,so de las diluciones seriadas del control
positivo estandar obtenidos mediante el ensayo ELISA indirecto.

Los valores de ELISA indirecto normalizados obtenidos en la primera brotacion
de los huéspedes citricos ND, CM, LM y NA infectados con los aislados de CTV
T318A, T36, T388 y T385 mostraban en todos los casos diferencias significativas de
concentracion viral entre el huésped NA y los otros huéspedes citricos estudiados. En
la figura 1.3 se observa la menor acumulacion viral en NA respecto a ND, LMy CM en
la primera brotacién. Cuando se analizé con mas detalle la acumulacion viral en las
plantas de NA se advertian diferencias significativas en la carga viral en funcién del
aislado de CTV. Asi, el aislado T388 se detecté en 3 de las 5 plantas de NA; T318A
se detect6 en 1 planta de 5 y los aislados T385 y T36 no se detectaron en ninguna de

las plantas inoculadas.
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Fig. 1.3 Valores normalizados de ELISA indirecto obtenidos en la 12 brotacién de plantas de lima Mexicana
(LM), C. macrophylla (CM), naranjo dulce Pineapple (ND) y naranjo amargo (NA) inoculadas con los

aislados T318A, T36, T388 y T385. Con un asterisco negro (*) se indica el n° de plantas de NA infectadas
detectadas en la primera brotacion.

Para comprobar si esta pauta de acumulacion viral en las plantas de NA
variaba con el tiempo se estudio la evolucidon temporal de la acumulacion de CTV en
este huésped. Para ello, se analizaron hojas jovenes totalmente expandidas a los 9
meses y al afio de la inoculacién (p.i.) (Fig. 1.4). Los aislados T385, T36 y T318A no
se detectaron en ninguna de las plantas a los 9 meses ni al afio p.i., a pesar de que
T318A se habia detectado en una planta en la primera brotacion, mientras que T388

alcanz6 en ambas brotaciones niveles similares de acumulacién viral.

350
300
250
200
150
100
50
o
T318A T36 T388 T385
B 12 brotacion 9 meses p.i. 1 afo p.i.

valores ELISA normalizados

Fig. 1.4 Evolucion temporal de los valores normalizados de ELISA indirecto obtenidos en extractos de hoja
expandida de naranjo amargo inoculado con los aislados T318A, T36, T388 y T385 en la primera brotacion,
a los 9 meses p.i. y al afio p.i.
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No obstante, cuando se realiz6 un ensayo de ELISA indirecto comparando
corteza de NA con la de ND a los 3 afios p.i. (Fig. 1.5), se observé que todos los
aislados podian detectarse en NA y que sus niveles de acumulacion eran similares a
los alcanzados en ND.

600 4= ====== p-=——=-==- p-=—=—===- p--——-—=—=- 1

valores ELISA normalizados

Fig. 1.5 Valores normalizados de ELISA indirecto obtenidos en extractos de corteza de naranjo amargo
(NA) y naranjo dulce Pineapple (ND) a los 3 afios de la inoculacién con los aislados T318A, T36, T388 y
T385.

3.2 Estimacién de la concentracién viral en planta mediante q-RT-PCR

Los resultados del estudio de la acumulacion viral de T388, T318A, T36 y T385
en ND, LM, CM y NA, mediante ELISA indirecto semicuantitativo, indicaban que CTV
presentaba una menor acumulacion en NA durante al menos el primer afio p.i.,
mientras que al tercer afio p.i. la acumulacion de todos los aislados en NA y en ND
era similar. Para estudiar con mas detalle las pautas de acumulacién diferencial de
los aislados de CTV en NA y comprobar si esta acumulacion diferencial también se
producia en los otros huéspedes analizados, se estimé mediante q-RT-PCR el n° de
copias de gRNA por ng de RNAt de cada uno de los aislados de CTV. Para ello se
prepararon dos rectas de calibracién que presentaban fuerte correlacion lineal y un
amplio intervalo de concentraciones (6-7 érdenes de magnitud) para la cuantificacion
(Fig. 1.6 y 1.7). Como T36 tiene una insercién de 18 nt en la zona comprendida por
los cebadores, y por tanto da lugar a un fragmento de tamafio mayor que los de T388,
T318A y T385 en los ensayos de g-RT-PCR, se utilizaron dos rectas de calibracién

externas: una basada en la secuencia del aislado T36, para calcular el contenido de
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gRNA en plantas infectadas por este aislado, y otra basada en el aislado T305 (cuya
secuencia coincide con la de T318A), para estimar el contenido de gRNA en plantas
infectadas por el resto de los aislados (Ruiz-Ruiz et al., 2007).

Las rectas de calibracion se realizaron sintetizando in vitro transcritos de la
zona seleccionada del gRNA. El cDNA utilizado como molde para la transcripcion in
vitro se obtuvo mediante RT-PCR utilizando extractos de RNAt de plantas infectadas
con los aislados T305 y T36 y los cebadores PM198R (que contiene en su extremo 5’
el promotor T7 de la RNA polimerasa del fago lambda) y PM261F (Ruiz-Ruiz et al.,
2007) (Tabla 1.1). Los transcritos de RNA de cadena positiva se sintetizaron
directamente utilizando la RNA polimerasa T7 (New England BioLabs), se purificaron
con el estuche comercial RNaid w/Spin Kit (Q-BIO gene) segun las indicaciones del
fabricante y posteriormente se trataron con DNasa libre de RNasa. La concentracion
de los transcritos se estim6, por duplicado, utilizando un espectrofotometro
(Nanodrop®, ND-1000). Las diluciones seriadas de transcritos (1010 a 10" copias de
gRNA viral) se prepararon con extractos de RNAt de planta sana a una concentracion
10 ng/ul tratados con DNasa libre de RNasa. Posteriormente, se guardaron alicuotas
de estas diluciones a — 80°C hasta su utilizacién. La concentracién (pmol) de cada

dilucion se calculé mediante la férmula:

ug transcrito x 1_0§_gg_ x 1 pmol x 1 = pmol de ssRNA
1ug 340 pg tamafio
inserto*

*186 (T305) y 204 (T36)

El n° de copias de RNA se calcul6 utilizando la constante de Avogadro.
Las rectas de calibracion se construyeron con los valores Ct (ciclo umbral)
provenientes de 3 experimentos independientes de g-RT-PCR, donde se emplearon 2

réplicas por dilucién y el logaritmo del n° de copias de RNA de la dilucion.
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Fig. 1.6 Recta de calibraciéon T305 Fig. 1.7 Recta de calibracion T36

Con esta herramienta se estimd la acumulacion de gRNA de los aislados
T318A, T36, T388 y T385 en corteza de plantas de ND, LM, CM y NA, en la primera
brotacion y a los 9 meses p.i. Al igual que en los ensayos de ELISA indirecto, en
estos andlisis se observo una pauta de acumulacion distinta en NA en comparacion
con los otros huéspedes estudiados (Fig. 1.8 y Tabla 1.3). En ND, LM y CM la mayor
acumulacion viral ocurrié en la primera brotacién, mientras que en NA la carga viral
aumentaba en las brotaciones posteriores.
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Fig. 1.8 Evolucién temporal de la carga viral alcanzada en distintos huéspedes citricos inoculados con los
aislados T318A, T36, T388 y T385 de CTV. * El analisis de las plantas infectadas con estos aislados se
efectué a los dos afios p.i. Se resalta con punteado rojo la distinta pauta de acumulacién viral en el
huésped NA.
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Tabla 1.3 Numero estimado de copias de gRNA/ng RNAt en distintos huéspedes citricos inoculados con

los aislados T318A, T36, T385y T388 de CTV.

HUESPED / AISLADO

INICIO INFECCION®

INFECCION ESTABLECIDA®

LM T318A (92 + 9) E+04 (110 £ 6) E+03
LM T36 (99 + 9) E+02 (83 + 8) E+02
LM T388 (45 + 10) E+05 (93 + 1) E+04
LM T385 (19 + 1) E+05 (75 + 10) E+05
ND T318A (26 + 5) E+05 (93 + 8) E+04
ND T36 (10 + 1)E+03 (37 + 3) E+02
ND T388 (14 + 3) E+06 (150 + 9) E+04
ND T385 (10 + 1) E+05 (10E 1) E+05
CM T318A (28 + 4) E+04 (47 + 5) E+03
CM T36 (15 + 1) E+03 (13 + 2) E+02
CM T388 (28 + 4) E+05 (47 + 4) E+03
CM T385 (26 + 3) E+05 (62 + 6) E+04
NA T318A (72 + 2) E+02 (73 + 5) E+03
NA T36 (68 + 2) E+01 (33 + 4) E+02 *
NA T388 (110 + 4) E+03 (320 + 5) E+03 *
NA T385 (56 + 2) E+01 (340 £ 9) E+02

' 12 brotacién 9 meses p.i. *valores a los 2 afios p.i.

Al comparar la carga viral de un mismo aislado en los distintos huéspedes a los
9 meses p.i., se observé que las cepas virulentas T318A y T388 presentaban mayor
acumulacién en ND en comparacion con los otros tres huéspedes ensayados y similar
en éstos, mientras que el aislado asintomatico T385 alcanzaba un titulo similar en
ND, LM y CM y ligeramente inferior en NA. La mayor acumulacion de T36 se observo
en LM y la menor en CM, siendo similar en NA y ND. Este aislado fue el que present6
menor carga viral en todos los huéspedes (Fig. 1.9).

Por otro lado, comparando la carga viral de los distintos aislados en un mismo
huésped se observé que LM y CM presentaban pautas de acumulacién muy
similares, siendo el aislado asintomatico T385 el que presentaba la mayor
acumulacion viral, T36 la méas baja y los aislados virulentos T318A y T388 una
acumulacion intermedia y similar entre ellos. En ND los aislados virulentos T318A y
T388 y el asintomatico T385 presentaron una acumulacion similar, mientras que la
carga viral del aislado T36 fue claramente inferior. En NA T388 se acumul6 mas
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rapidamente y alcanz6 el mayor titulo viral, seguido de los aislados T318A y T385,

mientras que T36, al igual que en los otros huéspedes, presenté la menor carga viral.
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Fig. 1.9 Carga viral alcanzada por los aislados T318A, T36, T388 y T385 de CTV en lima Mexicana (LM),
naranjo dulce Pineapple (ND), C. macrophylla (CM) y naranjo amargo (NA) a los 9 meses p.i. * El andlisis
de las plantas infectadas con estos aislados se efectué a los dos afios p.i.

Con el fin de comprobar si la menor acumulacién de gRNA observada para el
aislado T36 en todos los huéspedes estudiados se correspondia con una baja
replicacion del virus, se efectué una nueva cuantificacién del RNA viral de los aislados
T36 y T388 en los distintos huéspedes, utilizando g-RT-PCR con los cebadores PM
274F y PM 275R (Tabla 1.1) que anillan en el gen p23 y por tanto permiten detectar
todos los sgRNA 3’ co-terminales (Ruiz-Ruiz et al., 2009) (Fig. 1.10). Los resultados
indicaron que el aislado T36 se acumulaba y replicaba menos que el aislado T388,
independientemente del huésped estudiado.
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Fig. 1.10 Acumulacién sgRNAs 3’ co-terminales y gRNA de los aislados T36 (color oscuro) y T388 (color
claro) en lima Mexicana (LM), naranjo dulce Pineapple (ND), C. macrophylla (CM) y naranjo amargo (NA).
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En los ensayos de ELISA indirecto y g-RT-PCR, los distintos aislados de CTV
parecian acumularse mas lentamente en NA que en los otros huéspedes estudiados.
Para estudiar con mas detalle la pauta de acumulacion temporal de CTV en NA se
analizé mediante g-RT-PCR la carga viral a distintos tiempos p.i. (3 mesesy 2,2.5y 3
afios). Se observd que los aislados T318A y T388 aumentaban su carga viral a lo
largo de los dos primeros afios p.i. estabilizdndose a los 2.5 afios p.i., mientras que la
acumulacion del aislado T385 se prolongd hasta al menos 3 afios p.i. La carga viral
de T36 se estabilizd a los 2 afios a un nivel inferior a la de los demas aislados

estudiados (Fig. 1.11).
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Fig. 1.11 Evolucién temporal de la carga viral de los aislados de CTV T318A, T36, T388 y T385 en corteza
de NA.

Los resultados reflejados en la figura 1.11 indican un aumento gradual del titulo
viral del aislado T385 en NA a lo largo de 3 afios. Para analizar con mas detalle el
aumento de la carga viral de este aislado desde las etapas iniciales de la infeccion se
analizaron brotes de 8 cm (equivalente 1 mes p.i), de 15 cm (equivalente 2 meses
p.i), al final de la primera brotacién (equivalente 3 meses p.i), alos 7y 9 meses, y a
los 2, 2.5y 3 afios p.i. Los resultados obtenidos (Fig. 1.12 y Tabla 1.4) indicaron que
el aislado T385 mostraba un aumento progresivo de la carga viral desde el inicio de la

infeccién hasta al menos 3 afios p.i.
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Tabla.1.4 Numero estimado de copias de gRNA/ng RNAt del aislado T385 en corteza de NA durante el
transcurso de 3 afios p.i.

TIEMPO POST INOCULACION n° COPIAS gRNA/ng RNAt

Brote 8cm (11 +2) E+01
Brote 15 cm (25 + 3) E+01
Fin 12 brotacién (56 £ 2) E+01
7 meses (13 +1) E+03
9 meses (340 £ 9) E+02
2 afios (180 + 4) E+03
2,5 afios (66 + 9) E+04
3 afios (170 + 2) E+04
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Fig.1.12 Evolucion temporal de la carga viral del aislado T385 en corteza de NA durante los 3 afios p.i.

Los resultados obtenidos no muestran una correspondencia entre la intensidad
de los sintomas producidos por los aislados de CTV y la acumulacién de los mismos
en las plantas infectadas (Fig. 1.9), pero sugieren diferencias en las pautas
temporales de acumulaciéon en distintos huéspedes (Fig. 1.8) y entre aislados (Fig.
1.11 y 1.12). Para confirmar estos dos aspectos de la infeccion con CTV se compard
la acumulacion temporal de los aislados T385 y T318A en NA y en ND. La infeccién
de ambos huéspedes con T385 es asintomatica, mientras que T318A induce SY en
NA 'y AM en ND (Fig. 1.13). Mientras que en ND la carga viral de los dos aislados fue
similar en las tres brotaciones, en NA se observé un aumento de la carga viral de
ambos aislados en el transcurso de la infeccion. A lo largo de este periodo, la
diferencia inicial entre la carga viral de T385 y T318A se fue reduciendo para alcanzar

un titulo similar a los dos afios p.i.
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Fig.1.13 Pauta de acumulacion temporal de los aislados T318A y T385 en extractos de corteza de naranjo
amargo (NA) y naranjo dulce (ND) a lo largo de 2 afios.

Para comprobar que el aislado asintomatico T385 no solo acumulaba niveles de
gRNA viral similares a los de los aislados virulentos en NA, sino que estos niveles se
correspondian con una concentracion similar de viriones, se estimé la concentracion
de éstos mediante inmunomicroscopia electronica en extractos de corteza de NA y
ND infectados con T385 o con T388 a los 3 afios p.i. Las plantas de NA infectadas
con el aislado T385 mostraban mas particulas virales que las plantas infectadas con
el aislado T388, en linea con la cuantificacién de gRNA obtenida mediante g-RT-PCR
(Fig. 1.11). Asimismo, el nimero de particulas observadas en NA era igual o superior
gue el observado en ND (Tabla 1.5). La visualizacion de los viriones permitio
comprobar que la acumulaciéon de gRNA viral se correspondia con la acumulacion de
viriones.

Fig. 1.14 Viriones de CTV observados en extractos de corteza de NA infectada con el aislado T385 a los 3
afos p.i.
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Tabla 1.5 Particulas virales observadas en 100 campos al azar por muestra.

HUESPED AISLADO TOTAL PARTICULAS VIRALES MEDIA POR CAMPO
EN 100 CAMPOS

ND T385 147 1,47 +£0,12
ND T388 147 1,47 +0,10
NA T385 294 2,94+0,17
NA T388 138 1,38+0,10

3.3 Comparacion ELISA vs. g-RT-PCR

En la estimacion de la carga viral de la primera brotacion de plantas de ND, LM
y CM infectadas con los aislados T388, T318A, T385 y T36 efectuada mediante
ELISA indirecto, no se observaron diferencias significativas ni entre aislados ni entre
huéspedes. Por el contrario en la cuantificacion de gRNA en los mismos huéspedes y
aislados mediante g-RT-PCR, si se observaron diferencias significativas entre los
distintos aislados y huéspedes. Ademas, mediante la técnica ELISA no se detectaron,
en las brotaciones iniciales, los aislados T318A, T36 y T388 en plantas de NA, los
cuales si se detectaron, aunque en bajas concentraciones, mediante g-RT-PCR.
Mientras estas Ultimas diferencias confirman la mayor sensibilidad de g-RT-PCR en
comparacién con ELISA (Bertolini et al., 2008), las discrepancias observadas en LM,
CM y ND utilizando ELISA o g-RT-PCR podrian ser debidas a la utilizacion en la
primera de extractos excesivamente concentrados que podrian causar una saturacion
del anticuerpo utilizado en el tapizado de las placas, lo que daria lugar a lecturas
ELISA similares con independencia de la concentracion real de cada extracto. Para
comprobar si en nuestras condiciones se habia producido esta saturacion, se
analizaron distintas diluciones de extractos de ND y NA (1/20, que era la dilucion
utilizada anteriormente, 1/100 y 1/500) inoculados con los cuatro aislados de CTV
(Fig. 1.15). Las lecturas ELISA mostraron saturacion del anticuerpo con la dilucion de
extracto 1/20, puesto que en estas condiciones no se observaron diferencias
significativas entre aislados o entre huéspedes, que si se observaron cuando se
utilizaron las diluciones 1/100 6 1/500 (Fig. 1.15).
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Fig. 1.15 Valores ELISA normalizados utilizando distintas diluciones: 1/20, 1/100 y 1/500 del extracto de
corteza de naranjo amargo (NA, color oscuro) y naranjo dulce (ND, color claro) inoculados con los aislados
T318A, T36, T388 y T385.
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Fig. 1.16 Valores n° de copias de gRNA/ng RNAt en extracto de corteza de naranjo amargo (NA) y naranjo
dulce (ND) inoculados con los aislados T318A, T36, T388 y T385.

Los resultados obtenidos en ELISA indirecto con las diluciones 1/100 y 1/500
(Fig. 1.15) y los obtenidos en los ensayos de g-RT-PCR (Fig. 1.16) tampoco se
correlacionaron en todos los casos. Asi, para las muestras de NA y ND infectadas con
los aislados T388 y T385, que presentaban una elevada carga viral, se obtuvieron
valores similares utilizando ambas técnicas. Por el contrario, para las cepas de CTV
T318A y T36, los pautas de acumulacién observadas con ambas técnicas fueron
diferentes.
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4. DISCUSION

Los mecanismos por los que los virus inducen sintomas son en general poco
conocidos, y los datos sobre la relacion entre el nivel de multiplicacion del virus y la
intensidad de los sintomas que induce son frecuentemente contradictorios. La
mayoria de analisis tedricos de evolucién de la virulencia asumen una correlacion
positiva entre el grado de multiplicacién y el efecto del patégeno en el huésped (Bull
et al., 1994; Ebert et al., 2003). Sin embargo, estudios con clones infecciosos del virus
del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) en los que se intercambio el
gen 2b pusieron de manifiesto que la aparicion de sintomas depende del gen 2b, pero
la intensidad de éstos no esta relacionada con la acumulacion viral (Shi et al., 2002).
Tampoco Sacristan et al., (2005) encontraron una asociaciéon entre la acumulacién de
distintos aislados de CMV y sus efectos en el desarrollo de la planta. Ademas, estos
autores, observaron que los pases sucesivos en un huésped maodificaban la virulencia
del virus, pero no su multiplicacién, lo que indicaba que la virulencia no era
consecuencia de una mayor multiplicaciéon del patégeno.

En este capitulo, se ha analizado la acumulaciéon de aislados de CTV de distinta
virulencia en huéspedes de distinta sensibilidad al virus para comprobar si la
intensidad de los sintomas estaba asociada con la concentracion viral. Los aislados
de CTV elegidos difieren en la intensidad de los sintomas que inducen en un mismo
huésped, y a su vez los huéspedes inoculados muestran distintos sintomas con un
mismo aislado.

La estimaciéon de la carga viral mediante ELISA indirecto en hojas jévenes
expandidas de la primera brotacion mostré una clara diferencia en la acumulacion
alcanzada en NA y en los demas huéspedes. Para todos los aislados ésta fue mayor
en ND, LM y CM que en NA. Esta diferencia fue especialmente acentuada para los
aislados T385 y T36, ya que ninguna de las plantas de NA inoculadas con estos
aislados dio reaccion positiva a ELISA, incluso en brotaciones sucesivas hasta 1 afio
p.i. Sin embargo, cuando se estimé la carga viral en corteza de NA 'y ND a los 3 afios
p.i. se observo que todos los aislados presentaban una acumulacion similar en ambos
huéspedes y que las diferencias entre aislados eran pequefias. Estos resultados
sugeririan una cierta resistencia a la acumulacion de CTV en NA al inicio de la

infeccibn, mas acusada en los aislados menos virulentos. Las diferencias de

55



CAPITULO |

acumulacién entre aislados en LM, CM y ND fueron en general reducidas y no se
relacionaban con la virulencia de cada aislado.

Considerando que la falta de deteccion viral en plantas de NA y las escasas
diferencias entre aislados observadas en otros huéspedes podrian ser debidas en
parte a limitaciones en la sensibilidad del procedimiento de ELISA semicuantitativo
utilizado, se decidié analizar la acumulacién viral estimando la cantidad de gRNA
mediante el protocolo de g-RT-PCR desarrollado en el laboratorio (Ruiz-Ruiz et al.,
2007). Se prepararon nuevas curvas patron utilizando transcritos de RNA de T36
(para cuantificar este aislado) y de T305 (para cuantificar los demas), que resultaron
muy similares a las obtenidas por Ruiz-Ruiz et al. (2007), y mediante el andlisis de las
curvas de fusion se comprobd que en cada caso se obtenia un producto de
amplificacion especifico cuyo valor Tm era el esperado segln las caracteristicas del
aislado (Ruiz-Ruiz et al., 2007).

Cuando se analiz6 mediante q-RT-PCR la carga viral de los distintos aislados
en la primera brotacion y al cabo de 9 meses p.i. se observé que i) podia detectarse
sin problemas la infeccion de NA con cualquiera de los aislados, ii) de nuevo el
huésped NA presentaba una pauta de acumulacion distinta a la de los demas
huéspedes: la carga viral en LM, CM y ND en la primera brotacion era ligeramente
mas alta que a los 9 meses, mientras que en NA ocurria lo contrario, y iii)) en
contraste con las estimaciones de carga viral efectuadas mediante ELISA, las
efectuadas mediante g-RT-PCR mostraron diferencias de acumulacion entre aislados
en un mismo huésped y de algunos aislados en distintos huéspedes. Estos resultados
confirman, por una parte, el comportamiento diferencial del NA en comparacion con
los demas huéspedes ensayados, y por otra, la limitada sensibilidad de ELISA en
comparacién con q-RT-PCR. El limite de deteccion de CTV con esta Ultima técnica se
estimo en ~10° copias de gRNA/ng RNAt (Ruiz-Ruiz et al,. 2007) y es similar a la
sensibilidad obtenida con otros virus (Fabre et al., 2003; Korimbocus et al., 2002; Pic6
et al., 2005; Roberts et al., 2000). La deteccidn de Barley yellow dwarf virus o de Plum
pox virus mediante g-RT-PCR fue 10° veces méas sensible que con ELISA, (Fabre et
al., 2003; Olmos et al., 2005). Asimismo, Bertolini et al,. (2008) determinaron que la
deteccion de CTV mediante g-RT-PCR con cebadores basados en el extremo 3
terminal era 10° veces mas sensible que la deteccién mediante DAS-ELISA. En

cuanto a las diferentes pautas de acumulacion de los aislados de CTV en LM, CM y
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ND observadas mediante g-RT-PCR en comparacién con ELISA, éstas podrian ser
debidas en parte i) a diferencias temporales en los procesos de acumulacion y
degradacion del gRNA y de la proteina p25, ii) a la deteccion en los ensayos ELISA
tanto de la proteina de capsida formando viriones como de subunidades libres de
ésta, mientras que los andlisis con g-RT-PCR detectan fundamentalmente gRNA, v iii)
a problemas de saturacion de los anticuerpos inmovilizados en las microplacas por un
exceso de antigeno. De hecho, en un experimento limitado en el que se compararon
varias diluciones de extractos de ND o NA infectados, algunas combinaciones
aislado/huésped mostraron este efecto de saturacion de antigeno por el cual la
dilucién de un extracto no daba lugar a una disminucién apreciable de los valores
ELISA.

Utilizando g-RT-PCR se observo que las diferencias de acumulacién de cada
aislado en los distintos huéspedes, o de distintos aislados en un mismo huésped, en
la primera brotacién, se mantenian a los 9 meses p.i. y que la carga viral no estaba
relacionada con la virulencia del aislado en cada huésped. Asi, aunque los sintomas
que inducen los aislados T388 y T318A en LM son mucho mas intensos que en ND,
la carga viral de estos aislados en ND es mas alta que en LM. Igualmente los
sintomas inducidos por T318A, T36 y T388 en CM son similares a los que inducen en
LM, pero la carga viral de estos aislados es superior en el segundo huésped. De
forma similar, la acumulacién de distintos aislados en un mismo huésped tampoco
parece necesariamente relacionada con la intensidad de los sintomas que inducen.
Por ejemplo, el aislado T385 es esencialmente asintomético en LM y CM, pero su
carga viral es superior a la de los aislados sintomaticos T388, T318A o T36. El aislado
T385 también es asintomatico en ND, mientras que T318A y T388 inducen AM en
este huésped, sin embargo la carga viral de los tres aislados es similar. El aislado
T36, a pesar de mostrar una virulencia intermedia (inferior a T318A y T388 y superior
a T385), mostré los menores niveles de replicacion y acumulacién en todos los
huéspedes. Estos resultados sugieren que la induccion de sintomas por CTV no es
una consecuencia directa de la acumulacioén viral sino el resultado de interacciones
especificas de cada aislado con factores del huésped y que estas interacciones
pueden variar en distintas especies huésped. En este sentido es interesante constatar
que en analisis filogenéticos de la secuencia completa del gRNA, el aislado T36 es

genéticamente muy distante de T385 y de T318A, que también aparecen separados
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aunque mas préximos entre si que con T36 (Ruiz-Ruiz et al., 2006; Moreno et al.,
2008). A su vez, andlisis de distintas regiones de la mitad 3’ terminal del genoma
mostraron que T388 y T318A son genéticamente muy proximos (Martin et al., 2009).

La estimacién de la carga viral mediante g-RT-PCR permiti6 detectar la
infeccién en plantas de NA inoculadas con cualquiera de los aislados, incluso en el
primer brote tierno (8 cm) después de la inoculacién con T385, que en las etapas
iniciales era el aislado mas dificil de detectar por ELISA. Como ya se habia observado
mediante ELISA la acumulacién temporal de CTV en naranjo amargo fue mas lenta
gue en los demas huéspedes. Asi, mientras en LM, CM y ND la maxima carga viral
para todos los aislados se observo al final de la primera brotacion, la acumulacion de
gRNA en NA aumenté de forma progresiva en el transcurso de la infeccién con una
rapidez variable segln los aislados: T36 alcanzé su maxima carga viral a los dos
afios p.i., T318A y T388 seis meses mas tarde y T385 al menos a los tres afios p.i.
Bernet et al., (2008), también observaron en NA una resistencia inicial a la infeccion
por CTV que desaparecia a los 30 meses. A pesar de la acumulacion mas lenta de
T385 en NA su carga viral maxima fue igual o superior a la de los demas aislados y
del mismo orden que la que alcanzaba en ND.

Estos resultados sugieren que el NA ofrece una resistencia inicial a la invasion
por CTV, que es variable dependiendo del aislado del virus. Sin embargo, se ha
observado que la acumulacién de CTV en protoplastos de NA no es distinta a la que
tiene lugar en huéspedes mas susceptibles como el ND (Albiach-Marti et al.
resultados no publicados), por lo que la resistencia observada en NA podria ser
debida a dificultades en el movimiento célula a célula y/o a larga distancia. Dado que
el aislado de acumulacién mas lenta (T385) pudo ser detectado a las pocas semanas
de la inoculacién en brotes de 8 cm, parece razonable suponer que las principales
limitaciones al incremento de la carga viral provienen del movimiento célula a célula y
quiza de la salida del floema del tallo hacia las hojas, lo que justificaria la dificultad
para detectar el virus por ELISA en NA. Esta limitacion podria ser debida a que i) la
accion de los supresores del silenciamiento de CTV fuese menos eficiente en NA que
en los otros huéspedes, vy ii) las proteinas de movimiento de CTV interaccionasen
més eficientemente con los componentes de los huéspedes mas susceptibles (LM,
CM o ND) que con los de NA.
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Tampoco en NA se observd una asociacion entre virulencia y acumulacion viral.
Asi, el aislado T385 que es asintomatico en este huésped alcanz6 una carga viral
igual o superior a la de T318A y T388 que inducen un fuerte reaccion de SY, mientras
gue T36, que sdélo induce sintomas suaves de SY mostro la menor carga viral. Estos
resultados apoyan la idea de que la reaccion de SY depende de interacciones
especificas de cada aislado con factores del NA que alteran su desarrollo, mas que
ser una consecuencia directa de la acumulacion viral en este huésped.

Aunque diversos modelos tedricos de evolucién de la virulencia han asumido
una correlacion positiva entre el nivel de multiplicacion del patégeno y sus efectos en
el huésped (Sacristan et al., 2005) y dicha correlaciéon ha sido observada en algunos
sistemas virus-planta (Heijbroek et al., 1999; Fargette et al., 2002; Martin et al., 2005),
en otros casos se ha encontrado que virulencia y carga viral no estaban relacionados
o0 incluso se correlacionaban negativamente (Rodriguez-Cerezo et al., 1991; Shi et al.,
2002; Escriu et al., 2003; Sacristan et al., 2005; Pagan et al., 2007). El presente
estudio es el primero en identificar una ausencia de correlacion entre virulencia y

carga viral en un closterovirus y en un huésped lefioso.
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CAPITULO Il. ACTIVIDAD REPLICATIVA Y SILENCIAMIENTO VIRAL DE CTV EN
DISTINTOS HUESPEDES CIiTRICOS

1. INTRODUCCION

En el capitulo | se observaron diferencias en la acumulacion viral de distintos
aislados de CTV en naranjo dulce (ND), lima mexicana (LM) y C. macrophylla (CM),
asi como, una pauta de acumulacion temporal totalmente distinta entre estos
huéspedes y naranjo amargo (NA), un huésped que ofrece resistencia a la
acumulacion de la mayoria de los aislados en las fases iniciales de la infeccion. Estas
variaciones entre aislados de CTV y especies huésped podrian ser consecuencia de
diferencias en la tasa de replicacion viral o en la eficiencia de la supresion del
silenciamiento en funcion de las interacciones especificas aislado/huésped.

La replicacién de CTV, el ensamblaje de los viriones y el movimiento célula a
célula y a larga distancia requieren la expresion de distintas proteinas virales y una
interaccion apropiada de éstas con factores del huésped actualmente desconocidos.
Variaciones en los factores implicados de las distintas especies huésped, y en
particular de aquellos relacionados con la multiplicacién, el movimiento del virus y la
defensa de la planta frente al virus, como el silenciamiento génico postranscripcional,
pueden explicar en parte las distintas pautas de acumulacién observadas. Asi, la
proteina p23 se acumula en LM, pero resulta toxica para otras especies de citricos y
es degradada rapidamente (Fagoaga et al., 2005), lo que probablemente requiere una
sintesis continuada de la misma para mantener una actividad replicativa de las
cadenas de gRNA de polaridad positiva suficiente para la encapsidaciéon de los
viriones. Para la replicacion de su RNA gendémico (gRNA), CTV utiliza distintas
estrategias: mientras la replicasa viral se expresa directamente a partir del gRNA, los
10 genes de la mitad 3’ terminal lo hacen a partir de RNAs subgendmicos (SgRNAS)
3" co-terminales cuya sintesis estd regulada por elementos controladores
independientes (Hilf et al., 1995; Satyanarayana et al., 2002 a, b; Gowda et al., 2001,
2003; Ayllén et al., 2004, 2005). Por tanto, la acumulacion de sgRNAs en los tejidos
infectados, y en particular los correspondientes a las tres proteinas supresoras del
silenciamiento de CTV (p25, p20 y p23), es un buen indicador de la actividad
replicativa de CTV.
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La eficiencia en la supresion del silenciamiento en cada huésped determina en
buena medida el éxito de la infeccién de un virus y probablemente afecta la pauta de
acumulacion en la planta. Asi, en el caso de otros virus restringidos al floema, como
polerovirus o begomovirus, se ha observado que la co-inoculacién con otros virus o la
expresion transgénica de algunos supresores del silenciamiento daba lugar a un
incremento en la carga viral y en algunos huéspedes a la invasion de células del
mesofilo (Ryabov et al., 2001; Wege y Siegmund, 2007). De este modo, una de las
causas de la resistencia inicial a algunos aislados de CTV observada en NA podria
ser una supresion ineficiente del silenciamiento génico mediado por RNA.

Como ya se ha indicado, tres de las proteinas codificadas por CTV (p23, p25 y
p20) actian como supresoras del silenciamiento génico mediado por RNA en N.
benthamiana (Lu et al., 2004). La presencia de tres supresores del silenciamiento que
actian a distintos niveles, hace sin duda que la relacion CTV-citricos sea mas
compleja que en otros sistemas virus-huésped y que probablemente ésta sea
sensible a las diferencias entre especies de citricos.

Con el fin de dilucidar si las diferencias en las pautas de acumulacién viral entre
aislados de CTV y huéspedes estan relacionadas con variaciones en la actividad
replicativa del virus o con cambios en el silenciamiento génico mediado por RNA, los

objetivos planteados en este capitulo fueron:

. Estudiar la acumulacién temporal de los sgRNAs que expresan los genes p20 y
p23 en los distintos huéspedes citricos.

" Examinar la acumulacion de siRNAs especificos de CTV en los distintos
huéspedes citricos durante la infeccién viral.

" Determinar si las proteinas p23 expresadas por los distintos aislados de CTV

estudiados manifiestan diferencias en su capacidad supresora.
2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Huéspedes citricos y aislados de CTV

Se utilizaron los mismos huéspedes citricos (ND, NA, CM y LM) y aislados de
CTV (T318A, T36, T388 y T385) descritos en el Capitulo I, apartado 3.1.
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2.2 Deteccién y cuantificacion de sgRNAs de CTV mediante hibridacion

molecular tipo Northern blot

2.2.1 Extracciéon de RNA total

La extraccion de RNAt a partir de corteza joven de los distintos huéspedes
citricos analizados se realiz6 mediante el procedimiento detallado en el Capitulo I,
apartado 2.3.1.

2.2.2 Sintesis de ribosondas especificas para cada aislado

Para realizar los ensayos de hibridacién molecular tipo Northern blot se prepar6
una mezcla de ribosondas especificas de la region 3’ terminal de CTV (p23-3' NTR,
940 bases) de cada uno de los aislados estudiados (T318A, T36, T388 y T385)
marcadas con digoxigenina (RNA-DIG). Estas sondas permitian detectar el gRNA y
los sgRNAs 3’ co-terminales presentes en los extractos de RNAt de planta infectada.

Para preparar las sondas RNA-DIG se obtuvo cDNA de cada aislado mediante
retrotranscripcién y amplificacion por PCR, utilizando cebadores especificos que
anillaban en el inicio de la proteina p23 y en el extremo 3’ terminal del genoma viral
(Tabla 2.1). Los productos obtenidos se clonaron en el vector de transcripcion pGem-
T-Easy® (Promega) segln procedimientos estandar (Sambrook et al., 1989). A partir
de estos clones se obtuvieron transcritos de RNA abriendo los plasmidos con una
enzima de restriccidn apropiada y utilizando las RNA polimerasas T7 (New England
Biolab) o Sp6 (Roche) y desoxiuridin-trifosfato marcado con digoxigenina (DIG-dUTP,
Roche®). EI DNA se eliminé incubando con DNasa libre de RNasa (Ambion) y los
nucleétidos no incorporados se eliminaron mediante precipitacion de la sonda con
0.25 volumen de LiCl 4M y 3 volimenes de etanol 96%.

Previamente a su utilizacién como sondas en el proceso de hibridacion, los
transcritos de cada aislado marcados con digoxigenina se desnaturalizaron durante 5
min a 95°C, se mezclaron con tampon comercial Ultrahyb® (Ambion) a una
concentracion de 10 ng/ml. Las sondas se ecualizaron utilizando diluciones sucesivas
del plasmido homologo para que la intensidad de hibridacion de cada una de ellas
fuera equivalente y a continuacién se mezclaron antes de su uso y se guardaron a —
80°C.
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Tabla 2.1 Cebadores utilizados para preparar un cDNA de la region 3’ terminal de los 4 aislados de CTV.

Cebadores * Secuencia nucleotidica 5'-3' Posiciones**
PM99F GTAATGCATATGGACGATACTAGCGGACAAA 18401-18423 1 2
R51F GTAATGCATATGGATAATACTAGCGGACAAAC 18390- 184133
R53F GTAATGCATATGGATGATACTAGC 18357-18372 4
R52R GTACTCGAGTTGGACCTATGTTGGCCCCC 19174-19290 °

*F(directo) y R (reverso)
234 posiciones nucleotidicas de los cebadores en el gRNA de los aislados de CTV T318A (2), T36 (3), y T385
(4.

2.2.3 Hibridacién molecular en formato Northern blot

Para detectar los sgRNAs presentes en los extractos de RNAt de las diferentes
plantas inoculadas, los RNAs virales se separaron en geles de agarosa-formaldehido
al 0.9% siguiendo el protocolo previamente establecido por Lewandowski y Dawson
(1998) con algunas modificaciones. Un volumen equivalente a 2.5 ug de RNAt se
mezcld con 2 volimenes de tampdn desnaturalizante [1.5 x MOPS, pH 7.0; 60% (v/v)
formamida desionizada (Sigma); 6.85% (v/v) formaldehido (Sigma)], se incubd a 65°C
durante 15 min e inmediatamente se enfrid en hielo durante 5 min. Tras afiadir el
colorante (50% glicerol, 1% azul de bromofenol en agua libre de RNasas) la
electroforesis se realiz6 en tampén MOPS 1 x (5 mM acetato sédico, 1 mM EDTA
sédico, 20 mM MOPS, pH 7.0) a un voltaje constante de 80 V durante 3 horas. La
transferencia del RNA a un soporte sélido (membrana de Nylon cargada
positivamente, Roche) se realizé utilizando un aparato de electrotransferencia
huameda (Hoefer TE 42, Amersham Biosciences) durante 12-16 h en tampén fosfato
25 mM, pH 6.45, a 4°C. Los RNAs transferidos a la membrana se fijaron mediante
irradiacién con luz U.V. (125 mJ) (GS Gene Linker ™, BioRad).

Las membranas se prehibridaron a 68°C una hora en solucién de hibridacién 1
x SSC (NaCl 150 mM, citrato sédico 15 mM, pH 7) con 50% formamida, 0.2% SDS,
2% solucion de bloqueo (Roche) y 0.1% N-lauril sarcosina (v/v)) y posteriormente se
hibridaron con la mezcla de ribosondas a 68°C durante 16 h. El exceso de sonda se
eliminé mediante dos lavados de 5 min con 2 x SSC y 0.1% SDS a temperatura
ambiente, y dos con 0.1 x SSC y 0.1% SDS a 68°C. Las membranas se equilibraron
con dos lavados de 1 min en tampdn maleato (100 mM é&cido maleico, 150 mM NacCl,
pH 7.5) que contenia 0.3% de Tween 20 y dos lavados con tampon maleato. Las

membranas se bloquearon con una solucién de 10% de caseina (Sigma) en tampén
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maleato durante una hora, se incubaron durante al menos 30 min con una dilucion
1/1000 (v/v) de anticuerpos anti-DIG en tampén de blogueo (Roche) y se lavaron dos
veces (15 min) con una solucion de Tween 20 (0.3%, v/v) en tampon maleato, dos
veces (15 min) con tampdén maleato y una con tampoén de deteccién (100 mM Tris-
HCI, 200 mM NacCl, pH 9.5).

La hibridacién de la sonda con los RNAs fijados se detecté con el sustrato
quimioluminiscente CSPD (Roche). Las bandas correspondientes a los sgRNAs de
p20 y p23 se visualizaron mediante el equipo Luminiscent Image Analyzer LAS-
3000® (Fuijifilm) con un tiempo de exposicion variable entre 30 min y toda la noche
usando el programa LAS-3000 Lite Pro quimioluminiscence y las opciones Increment
(que capta imagenes sucesivamente) y High resolution (que proporciona la mayor
resolucion). La densidad de las bandas de los sgRNAs se midié usando el paquete
informatico Multi Gauge V3.0 (FujiFilm) que permite acotar todas las bandas de
sgRNA presentes en los extractos mediante la opcion Profile y eliminar el ruido de
fondo con la opcién Spline. La acumulacion relativa de los sgRNAs se estimd con

imagenes de los Northern blot captadas antes de la saturacion.

2.3. Detecciéon y cuantificacion de los siRNAs derivados de CTV mediante

hibridacién molecular tipo Northern blot

2.3.1 Extraccion siRNAs

Para la obtencién de preparaciones enriquecidas en siRNAs se ensayaron
distintos métodos de extracciobn y fraccionamiento descritos en la bibliografia
[Papaefthimiou et al., (2001); Goto et al., (2003); Fagoaga et al., (2005); Molnar et al.,
(2005)]. Finalmente, el fraccionamiento de los siRNAs a partir de extractos de RNAt
se hizo segun Dunoyer et al., (2004). El RNAt se extrajo a partir de aproximadamente
0.5 g de corteza joven infectada utilizando Tri-Reagent® y BCP® (1-bromo-3-
cloropropano) (Sigma) siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente los
RNAs de mayor tamafio se precipitaron con una solucién de PEG 8000 al 5% y NacCl
0.5 M durante 30 min a 4°C. Los siRNAs contenidos en el sobrenadante se
precipitaron con 3 voliumenes de etanol al 96%, se resuspendieron en agua libre de
RNasas, se cuantificaron por duplicado en un espectrofotometro (Nanodrop®, ND-

1000) y se guardaron a — 80°C hasta su utilizacion.
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2.3.2 Hibridacién molecular en formato Northern blot

Los pequefios RNAs fraccionados (4 ug) se desnaturalizaron con un volumen
de formamida desionizada (Sigma) y tras afiadirles colorante (50% glicerol y 1% de
azul de bromofenol en agua libre de RNasas) se separaron mediante electroforesis en
gel desnaturalizante de poliacrilamida [15% acrilamida y 7 M de urea] usando tampon
0.5 x TBE (10 x: 1M Tris, 0.9M &cido bérico, 0.01M EDTA) y voltaje constante (200 V)
durante aproximadamente 3.5 h.

La electrotrasferencia de los siRNAs a una membrana de nylon (ver apartado
2.2.3) se efectud durante una hora a 25 V en tampén 0.5 x TBE a 4°C. La pre-
hibridacion e hibridacién de la membrana con una mezcla de ribosondas especificas
de CTV se efectué a 42°C durante 16 h. Los procesos de lavado, revelado de las
membranas y cuantificacion relativa de la sefial quimioluminiscente se realiz6 segun
el procedimiento indicado en el apartado 2.2.3, excepto que en este caso las
condiciones de lavado fueron menos estrictas y no se realizaron los lavados con
tampdn 0.1 x SSC y 0.1% SDS a 68°C.

2.4 RT-PCR cuantitativa a tiempo real
Para realizar los ensayos de q-RT-PCR se utiliz6 la metodologia descrita en el

Capitulo I, apartado 2.3, desarrollada en el laboratorio (Ruiz-Ruiz et al., 2007).

2.5 Ensayo de la capacidad supresora de la proteina p23 de distintos aislados
de CTV

2.5.1 Clonacion del gen p23 en un pldsmido binario

El cDNA de p23 de los aislados de CTV T385, T36 y T388 (el de T318A es
idéntico al de T388) se sintetizé mediante retrotanscripcion con SuperScript I
(Invitrogen) a 42°C, utilizando dsRNA previamente desnaturalizado con hidroxi-metil
mercurio y el cebador p23R (Tabla 2.2), y se amplific6 mediante PCR utilizando
cebadores especificos que contenian el sitio de corte para BamH | (Tabla 2.2). Los
fragmentos obtenidos se clonaron en el sitio de corte BamH | del vector pMOG
(amablemente proporcionado por el Dr. Leandro Pefia, IVIA) previamente digerido
con este enzima. El vector pMOG contiene la secuencia del promotor 35S del virus

del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus, CMV) y la secuencia del

68



CAPITULO Il

terminador del gen de la nopalina sintasa (Nos-T). Una vez confirmada la secuencia
clonada, el cassette de expresién completo de cada aislado se liberd digiriendo con
EcoRl y se subcloné en el vector binario pCAMBIA 2300 (GenBank. No. AF2343315),
previamente digerido con EcoRlI (Fig. 2.1), para dar lugar a pCAMBIA-p23. Todas las
ligaciones se realizaron con T4 ligasa (Promega) y los plasmidos recombinantes se
transfectaron en células competentes de la cepa JM109 de E. coli mediante choque
térmico.

Los clones pCAMBIA-p23 se utlizaron para transformar mediante
electroporacion células competentes de Agrobacterium tumefaciens de la cepa COR
308, portadora del plasmido pCH32 que contiene copias extra de los genes de

virulencia virG y VirE.

Tabla 2.2 Cebadores utilizados para la retrotranscripcion y amplificacién del gen p23 de los aislados
T388/T318A, T36 y T385 mediante PCR.

Cebadores * Secuencia nucleotidica 5'-3' Posiciones™"
p23-T388F TTTCT GGATCCATGGACGATACTAGCGGACAAAC 18401-18423°
p23-T36F TTTCT GGATCCATGGTAATACTAGCGGACAAAC 18390- 18413 *
p23-T385F TTTCTZGGATCCATGGATGATACTATCGGACAAAC 18357-18372°
p23R AAAGA’GGATCCAATCAGATGAAGTGGTGTTCAC 19900-19921 *

! F(directo) y R (reverso) “ sitio de corte del enzima BamH | (2)
345 nosiciones nucleotidicas de los cebadores en el gRNA de los aislados de T318A (3), T36 (4), y T385 (5)

BamHI
[ ]
FcoRT P T | roort FcoRT b U EcoRT
BamH1 BamHI
+ | —)
ORF p23 19 DIGESTION
BamHI
2° LIGACION
pPMOG-p23
pMOG
p 355
DIGESTION
T WNosT EcoR1
p | T F P s T 4
pMOG-p23
LIGACION +
pCAMBIA-p23 PCAMBIA 2300

Fig. 2.1 Esquema de la clonacion del gen p23 de cada aislado de CTV en el vector binario pPCAMBIA 2300.
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2.5.2 Ensayo de supresion de la expresion transitoria de GFP mediante
agroinfiltracién de p23 en plantas de Nicotiana benthamiana 16¢

Para comparar la capacidad supresora de la proteina p23 de distintos aislados
de CTV se efectud un ensayo de expresion transitoria de ésta y de la proteina verde
fluorescente (GFP). Para este ensayo se co-infiltraron las hojas de Nicotiana
benthamiana GFP 16c, que expresa GFP a partir de un transgén (Llave et al., 2000;
Ruiz, et al., 1998; Voinnet et al., 2000), con cultivos de Agrobacterium tumefaciens

transfectados con pCAMBIA-p23 y pBIN-gfp.

A)
uv uv
pBIN-gip
—_—
Planta transgénica 16c Sobreexpresidn local de
expresando GFP GFP seguida de silenciamiento
del transgén (zona indicada en rojo)

B) uv

pBIN-gfp +
pCAMBIA-p23

Planta transgénica 16¢ Aumento local de GFP
expresando GFP Supresidn del silenciamiento del
transgén (zona indicada en verde)

Fig. 2.2 Esquema del ensayo de expresion transitoria de gfp mediante agroinflitracion. A) La agroinfiltracion
de hojas de N. benthamiana GFP 16c con el plasmido binario pBIN-gfp produce sobreexpresién local de
GFP seguida del silenciamiento del transgén. B) La agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana GFP 16¢
con los plasmidos pBIN-gfp y pCAMBIA-p23 produce un aumento local de la fluorescencia verde del GFP
que indica supresion del silenciamiento del transgén gfp.

Para realizar este ensayo, colonias individuales de las bacterias transformadas
se cultivaron a 28°C en agitacion durante 16 h, en medio liquido Luria-Bertani (LB)
conteniendo 50 mg/l de Kanamicina (Kso) y 5 mg/l de Tetraciclina (Ts). Posteriormente
se realizaron diluciones de este precultivo con el medio de induccion [10 mM MES pH
5.6 (acido N-morfolinoetansulfonico), 20 uM acetosiringona y Ts en 50 ml LB] y se

incubaron entre 12 y 16 h a 28°C. A continuacion, las bacterias se precipitaron, se
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resuspendieron en medio de infiltracion (10 mM MgCl,, 10 mM MES y 150 puM
acetosiringona) hasta una densidad 6ptica (DOgq) igual a 1, se incubaron durante 3 h
a temperatura ambiente en agitacion suave y transcurrido este tiempo, se procedié a
la co-infiltracion en el envés de las hojas de N. benthamiana GFP 16c¢ con la ayuda de
jeringuillas de 2 ml. En cada ensayo se co-infiltraron volimenes equivalentes de un
cultivo de Agrobacterium que contenia el vector binario pCAMBIA-p23 y de otro que
contenia pBIN-gfp. Como controles positivos se utilizaron la proteina pl9 del
tombusvirus Tomato bushy stunt virus (TBSV), que actda como un potente supresor
local del silenciamiento (Voinnet et al., 2003), y la proteina de movimiento del virus
del manchado foliar de los citricos (Citrus leaf blotch virus, CLBV), que es una
proteina supresora débil (Renovell et al., datos no publicados). El vector pBIN-gfp
junto con el vector vacio se empled como control negativo. La fluorescencia verde de
GFP se visualizé mediante una lampara U.V. a distintos dias post infiltracion (dpi) y se
realizaron fotos con una camara digital (Nikon D-200) utilizando un objetivo de 60 mm
(Micro-NIKKOR AF-S) y un filtro para luz U.V. Se realizaron 5 experimentos
independientes, en los cuales se agroinfiltraron 4 plantas individuales por
construccion y controles (Fig. 2.2).

2.5.3 Deteccién de la expresion del transgén gfp mediante hibridacién molecular
tipo Northern blot

La zona de supresion o sobreexpresion de GFP en las hojas de N.
benthamiana GFP 16c¢ agroinfiltradas se marcé bajo luz U.V. y posteriormente se
recort6 para analizar los RNAs expresados a los 4 dpi. Los fragmentos de hoja se
trituraron con nitrégeno liquido y se procedi6 a la extraccion de RNAt mediante una
desproteinizacion con fenol acido seguida de una precipitacion de los acidos
nucleicos totales con etanol absoluto y acetato de sodio 5 M. EI RNAt obtenido se
cuantific6 mediante un espectrofotémetro (Nanodrop®, ND-1000). El transgén de gfp
presente en 1.5 ug de RNAt se detecté mediante hibridacion molecular tipo Northern
blot (ver apartado 2.2.3). La ribosonda especifica para gfp se prepard digiriendo el
plasmido que contenia el gen gfp (amablemente cedido por el Dr. Leandro Pefia,
IVIA) con el enzima de restriccion Sal | (Fermentas) y transcribiéndolo in vitro con la
RNA polimerasa T7 (New England Biolab) en presencia de DIG-UTP (ver apartado
2.2.1).
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2.5.4 Deteccién de los siRNAs especificos de gfp mediante hibridacion
molecular tipo Northern blot

Las preparaciones enriquecidas en siRNAs se obtuvieron a partir de los
fragmentos recortados de hojas de N. benthamiana siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 2.3.1 Los siRNAs derivados de gfp se detectaron mediante hibridacion
molecular en formato Northern blot con la ribosonda especifica de gfp a 42°C (Ver
apartado 2.3.2).

3. RESULTADOS

3.1 Deteccion y cuantificacion de los sgRNA de los genes p20 y p23 en distintas
especies infectadas

En todos los geles de agarosa-formaldehido se incluyeron, junto a las muestras,
cuatro diluciones seriadas de un control positivo estandar que permitid comparar la
acumulacion de sgRNA en los distintos experimentos. Este control consistia en un
extracto de RNAt de una mezcla de corteza joven de plantas infectadas con los 4
aislados de CTV. La sefial de hibridacion correspondiente a los sgRNAs de p20 y p23
en cada una de las diluciones del control positivo estandar se cuantificé mediante el
paquete informatico Multi Gauge V3.0 del lector LAS 3000 (FujiFilm) y los valores
obtenidos se representaron frente a las diluciones correspondientes (S1:100, S2:50,
S3:25, S4;12.5) para obtener una recta de calibracion para cada gen (Fig. 2.3). La
acumulacion relativa de cada uno de los sgRNAs en los extractos vegetales se obtuvo
relacionando los valores de intensidad de luminiscencia de cada banda con los
valores de la recta de calibracién correspondiente.

La estimacién del sgRNA de p25 se vio dificultada por la presencia en algunos
aislados de un RNA defectivo (dRNA) del mismo tamafio que impedia su

cuantificacion fiable (Fig. 2.4).
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Fig. 2.3 A) Hibridacion molecular en formato Northern blot de diluciones seriadas del control positivo
estandar. A la izquierda se indican las posiciones de los sgRNAs 3’ co-terminales p23, p20 y p25. B) Recta
de calibracién obtenida al representar los valores de intensidad de quimioluminiscencia del sgRNA p23
frente a las diluciones del extracto.
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T385 T36 T388 T318A T385 T36 T388 T3I1BA T385 T36 T388 T31BA T385 T36 T388 T318BA
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Fig. 2.4 Hibridacion molecular tipo Northern blot del RNA viral de plantas de ND y LM infectadas con los 4
aislados de CTV. La hibridacién con la sonda 3' detecta el gRNA, sgRNAs y dRNAs presentes en los
extractos (panel izquierdo) mientras que la sonda 5’ s6lo detecta el gRNA y los dRNAs (panel derecho).
Con flecha amarilla se indica la posicion del sgRNA de p25 y con flecha roja el dRNA que comigra con este
SgRNA.

La cuantificacion relativa de los sgRNAs en plantas inoculadas con cuatro
aislados diferentes de CTV mostré un comportamiento variable entre huéspedes
citricos y aislados (Fig. 2.5 y 2.6). Asi, mientras la acumulacién de los sgRNAs de p20
y p23 en ND y CM era mayor en la primera brotaciéon que a los 9 meses p.i., esta
diferencia no se apreciaba en LM, y en NA la tendencia era la inversa, es decir, mayor
acumulacién a los 9 meses p.i. que al comienzo de la infecciéon. De hecho, en la
primera brotacién de NA solo se detectaron los sgRNAs del aislado T388 (Fig. 2.7).
En esta brotacion la mayor acumulacion de sgRNAs para todos los aislados se

73



CAPITULO Il

observé en ND seguido de CM, mientras que en LM resultdé sorprendentemente baja,
en particular los niveles observados para T388 y T385 (Fig. 2.5 y 2.6). La cantidad de
SgRNA de p23 fue similar o ligeramente superior a la de p20, salvo en ND infectado
con T385 y CM infectado con T318A o T36 (Fig. 2.6 A, B). El nivel de sgRNAs a los 9
meses p.i. en ND, CM y LM fue similar entre aislados y entre huéspedes, mientras
que en NA no se detectaron los sgRNAs de los aislados T36 y T385 (Fig. 2.5, 2.6 y
2.7).

12 brotacion : 9 meses p.i.

[xe]
o
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Abs sgRNA Las 3000 ref. estandar
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Fig. 2.5 Evolucion temporal de la acumulacion de los sgRNAs de p23 y p20 en extractos de corteza de
naranjo dulce Pineapple (ND), C. macrophylla (CM), lima Mexicana (LM), y naranjo amargo (NA)
inoculadas con los aislados T318A, T36, T388 y T385 de la primera brotacion (panel izquierdo) y a los 9
meses p.i. (panel derecho). Se resalta con punteado rojo el aumento de los sgRNAs de p23 y p20
observado en corteza de NA a los 9 meses p.i.

Para analizar en mas detalle la infeccion de NA y comprobar si el incremento en
la actividad replicativa se mantenia en brotaciones posteriores, se realizaron nuevos
ensayos de hibridacién molecular tipo Northern blot a distintos tiempos hasta los 24
meses p.i. (Fig. 2.7). Para todos los aislados el perfil de acumulacién de los sgRNAs
de p20 y p23 fue idéntico, observandose un incremento en la cantidad de éstos a
partir de los 3-9 meses p.i., excepto para el aislado T385 en el que sélo se detectaron
los sgRNAs a los 21 meses p.i. Las pautas de acumulacion temporal fueron distintas

para cada aislado.
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Fig. 2.6 Hibridacion molecular tipo Northern blot de RNAt de corteza de (A) naranjo dulce Pineapple (ND),
(B) C. macrophylla (CM) y (C) lima Mexicana (LM), inoculadas con los aislados T318A (1), T36 (2), T388
(3) y T385 (4), en la primera brotacién (panel izquierdo) y a los 9 meses p.i. (panel derecho). Las
membranas se hibridaron con una mezcla de sondas RNA-DIG complementarias al extremo 3’ de cada uno
de los aislados. A la izquierda se indican las posiciones de los sgRNAs 3’ co-terminales presentes en un
extracto de dsRNA (a). Se resalta la posicion de los sgRNAs de p23 (gris oscuro) y p20 (gris claro) y con
asterisco rojo la menor acumulacion del sgRNA de p23 en la 12 brotacion de ND infectado con T385 y de
CM infectado con T318A y T36. La tincion con bromuro de etidio del RNA ribosomal (rRNA) revela la carga
equivalente de las muestras.
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Las plantas infectadas con T388 y T36 alcanzaron su nivel mas alto de sgRNAs
a los 12 meses p.i., aunque el nivel de las primeras fue superior al de las segundas.
Por el contrario, el nivel de sgRNAs de las plantas infectadas con T318A siguid
aumentando hasta al menos los 24 meses p.i., y el de las infectadas con T385 no se
detectaron hasta los 24 meses p.i. La acumulacién de sgRNA de p20 fue similar a la
de p23 para T318A, T36 0 T388 y algo superior para T385.
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Fig. 2.7 1) Acumulacion temporal de los sgRNAs de p23 (azul) y p20 (verde) de CTV en corteza de naranjo
amargo (NA) durante los dos primeros afios de la infeccion viral. 2) Hibridacion molecular tipo Northern blot
de RNAt de corteza de NA infectado con los aislados T318A (1), T36 (2), T388 (3) y T385 (4), en la primera
brotacion (A), a los 9 meses p.i. (B), 1 afio p.i. (C) y 2 afios p.i. (D). Las membranas se hibridaron con una
mezcla de sondas RNA-DIG complementarias al extremo 3’ de cada uno de los aislados. A la izquierda se
indican las posiciones de los sgRNAs 3’ co-terminales presentes en un extracto de dsRNA (a). La tincion
con bromuro de etidio del RNA ribosomal (rRNA) muestra la carga equivalente de las muestras.
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Como se ha indicado anteriormente (Fig. 2.5 y 2.6), la acumulacién de sgRNAs
en la primera brotaciéon de LM result6 inesperadamente baja en comparacion con ND
y CM, en particular en las plantas infectadas con los aislados T388 y T385. En el
invernadero se observo que las plantas de LM eran las primeras en completar su
brotacion, seguidas de CM y posteriormente de ND y NA. Para efectuar un
seguimiento mas detallado de la infeccion en la primera brotacién, se analiz6
mediante g-RT-PCR la carga viral en brotes de 8 cm, 15 cm y una vez finalizada la
brotacién, en plantas de LM, ND y NA infectadas con el aislado T385 (Fig. 2.8). Las
pautas de acumulacién fueron distintas en los tres huéspedes: mientras la carga viral
en LM habia alcanzado su maximo en brotes de 8 cm y posteriormente permanecia
estable con tendencia a disminuir, en ND aumentaba rapidamente hasta el final de la
brotacion y en NA crecia lentamente, permaneciendo en valores bajos incluso en el
brote terminado. La estabilidad de la carga viral en LM desde estadios tempranos de
la brotacién era congruente con el bajo nivel de sgRNAs, ya que el virus tendria tasas
de replicacion mas bajas en estadios tardios de la brotacion.
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Fig. 2.8 Evolucion temporal de la carga viral durante la primera brotacion de plantas de lima Mexicana
(LM), naranjo dulce Pineapple (ND) y naranjo amargo (NA) inoculadas con el aislado T385.

3.2 Deteccién y cuantificacion de siRNAs derivados de CTV en plantas
infectadas

La cuantificacién de siRNAs derivados de CTV en extractos de corteza de la
primera brotacion y a los 9 meses p.i., se efectudé mediante hibridacion molecular en
formato Northern blot utilizando extractos enriquecidos en RNAs pequefios y geles de

poliacrilamida. Como en el caso de los sgRNAs, la cantidad relativa de siRNAs se
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estimé incluyendo en todos los experimentos diluciones seriadas de un extracto
enriguecido en siRNAs de un control positivo estandar, con el que se preparé una
recta de calibracion (Fig. 2.9).

La cuantificacién relativa de la acumulacion de los siRNAs presentes en los
extractos vegetales se obtuvo relacionando los valores de intensidad de luminiscencia
de la banda de los siRNAs con los valores de la curva patron. Dos cebadores de DNA
de 21 y 24 nt, respectivamente, complementarios a las ribosondas especificas del
extremo 3’ terminal utilizadas en la hibridaciéon, se usaron como marcadores de
tamafio de los siRNAs (Fig. 2.9).
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Fig. 2.9 A) Hibridacion molecular en formato Northern blot de diluciones seriadas del control positivo
estandar (S1, S2, S3, S4). M: marcador de tamarfio de siRNAs (21 y 24nt). B) Recta de calibracion obtenida
representando los valores de intensidad de sefial de los siRNAs obtenidos mediante el paquete informatico
Multi Gauge V3.0® (FujiFilm) frente a la dilucion del extracto.

En todos los casos, la mayor acumulacion de siRNAs se correspondia con una
mayor carga viral. Por este motivo, para evaluar la intensidad del silenciamiento
inducido por el virus en cada huésped y poder comparar el comportamiento de los 4
aislados de CTV en los distintos huéspedes citricos se utilizaron valores normalizados
de siRNAs, dividiendo la concentracidn relativa de éstos por el nimero de copias de
gRNA por ng de RNAt determinado en el mismo extracto (Capitulo I, apartado 3.2)
(Tablas 2.3y 2.4).

En la primera brotacion de las plantas de ND, LM y CM infectadas con cada uno
de los 4 aislados se detectaron cantidades variables de siRNAs derivados de CTV
(Fig. 2.10, panel izquierdo), mientras que la acumulacion en NA fue mas tardia (ver

més adelante, Fig. 2.13). Aunque la cantidad de siRNA en las plantas infectadas con
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T36 era similar o inferior a las de otros aislados su valor normalizado fue el més
elevado (Tabla 2.3) en los tres huéspedes, debido a la baja acumulacién de gRNA de
este aislado, lo que sugiere que este aislado presenta un silenciamiento mas intenso
gue los demas aislados. El valor normalizado de siRNA de cada aislado en los tres
huéspedes fue similar excepto para los aislados T388 y T385 en LM, donde la
produccién de siRNAs fue ligeramente superior respecto a los otros huéspedes (Fig.
2.11, Tabla 2.3).

24 nt >
21nt >
tRNA

C)
24nt p
21nt ¥

tRNA

Fig. 2.10 Hibridacién molecular tipo Northern blot de extractos enriquecidos en siRNA de corteza de
plantas de A) naranjo dulce Pineapple (ND), B) C. macrophylla (CM) y C) lima Mexicana (LM), inoculadas
con los aislados T318A (1), T36 (2), T388 (3) y T385 (4). El panel de la izquierda muestra los siRNAs
detectados en la primera brotacién y el de la derecha a los 9 meses p.i. Las membranas se hibridaron con
una mezcla de sondas RNA-DIG complementarias al extremo 3’ de cada uno de los aislados. A la izquierda
se indica el tamafio de los siRNAs. La tinciéon de los tRNAs con bromuro de etidio muestra la carga
equivalente de las muestras.
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Tabla 2.3 Nivel de acumulacién y valores normalizados de los siRNAs presentes en la primera brotacién de
plantas de naranjo dulce Pineapple (ND), C. macrophylla (CM) y lima Mexicana (LM) inoculadas con cuatro
aislados diferentes de CTV.

copias gRNA/ng Acumulacion relativa de VALOR NORMALIZADO
RNAt SsiRNAs siRNAs/(copias gRNA/ng RNAt)

ND T318A 2,60E+06 83 3,19E-05

ND T36 1,00E+04 16 1,60E-03

ND T388 1,40E+07 81 5,79E-06

ND T385 1,00E+06 13 1,30E-05

CM T318A 2,80E+05 15 5,36E-05

CM T36 1,50E+04 14 9,33E-04

CM T388 2,80E+06 10 3,57E-06

CM T385 2,60E+06 15 5,77E-06

LM T318A 9,20E+05 36 3,91E-05

LM T36 9,90E+03 12 1,21E-03

LM T388 4,50E+05 35 7,78E-05

LM T385 1,90E+06 37 1,95E-05
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Fig. 2.11 Valores normalizados de los de los siRNAs presentes en la primera brotacién de plantas de
naranjo dulce Pineapple (ND), C. macrophylla (CM) y lima Mexicana (LM) inoculadas con T318A, T36,
T388 y T385. Se resalta con un asterisco rojo la produccién algo mayor de siRNAs de los aislados T388 y
T385 en LM respecto a los otros huéspedes.

A los 9 meses p.i. se detectaron siRNAs en la mayoria de los casos, a
excepcion del aislado T36 en CM vy el aislado T385 en LM (Fig. 2.10, panel derecho).
En comparacién con la primera brotacion, los valores normalizados de siRNAs a los 9
meses p.i. variaron en funcion del aislado y del huésped (Tabla 2.4, Fig. 2.12). Asi,
mientras los aislados T318A y T388 aumentaron o mantuvieron a un nivel similar sus

valores normalizados de siRNA en los tres huéspedes, los valores de T385 se
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mantuvieron en ND y CM y disminuyeron en LM y los de T36 aumentaron en ND y
disminuyeron en CM y LM (Fig. 2.12).

Tabla 2.4 Valores normalizados de los siRNAs presentes al cabo de 9 meses en corteza de plantas de
naranjo dulce Pineapple (ND), C. macrophylla (CM) y lima Mexicana (LM) inoculadas con los cuatro
aislados diferentes de CTV.

copias gRNA/ng Acumulacién relativa VALOR NORMALIZADO
RNAt SiRNAs siRNAs/(copias gRNA/ng RNAt)

ND T318A 9,3E+05 120 1,29E-04
ND T36 3,7E+03 85 2,31E-02
ND T388 1,5E+06 83 5,52E-05
ND T385 1,0E+06 8 7,84E-06
CM T318A 4,7E+04 20 4,23E-04
CM T36 1,3E+03 *nd

CM T388 4,7E+04 70 1,50E-03
CM T385 6,2E+05 6 9,71E-06
LM T318A 1,1E+05 10 9,50E-05
LM T36 8,3E+03 2 2,40E-04
LM T388 9,3E+04 8 8,60E-05
LM T385 7,5E+05 *nd

*nd: no detectado en nuestras condiciones
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Fig. 2.12 Comparacion de los valores normalizados de siRNAs derivados de CTV entre la primera
brotacion (color oscuro) y a los 9 meses p.i. (color claro) de plantas de naranjo dulce Pineapple (ND), C.
macrophylla (CM) y lima Mexicana (LM) inoculadas con los aislados T318A (azul), T36 (rojo), T388 (verde)
y T385 (amarillo). Se indica con un asterisco negro la no deteccion de siRNAs en nuestras condiciones.

Como ya se ha indicado, la acumulacién de siRNAs derivados de CTV en
plantas de NA siguio una pauta diferente a la observada en ND, CM o LM, por lo que
la cuantificacion de siRNAs se efectud en la primera brotacion (3 meses p.i.) y al cabo

de 1 y 2 afios p.i. (Fig. 2.13). En los dos primeros andlisis apenas se detectd la
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presencia de siRNAs de CTV en las plantas infectadas con el aislado T388. Sin
embargo, con el desarrollo de la infeccion, junto al incremento en el titulo viral (ver
Capitulo 1) se detectdé un aumento de los siRNAs, resultando a los 2 afios p.i.

detectables para todos los aislados (Fig. 2.13).

4 B1 2

Ant
2int *

Fig. 2.13 Hibridacién molecular tipo Northern blot de extractos enriquecidos en siRNA de corteza de
plantas de naranjo amargo infectadas con los aislados de CTV T318A (1), T36 (2), T388 (3) y T385 (4) a
los 3 meses p.i (A), 1 afio p.i. (B) y 2 afios p.i. (C). Las membranas se hibridaron con una mezcla de
sondas RNA-DIG complementarias al extremo 3’ de cada uno de los aislados. A la izquierda se indican los
tamarfios de los siRNAs derivados de CTV. La tincion de los tRNAs con bromuro de etidio muestra la carga
equivalente de las muestras..

3.3 Evaluacién de la capacidad supresora de la proteina p23 de los distintos
aislados de CTV

Para los ensayos de supresion del silenciamiento se utilizaron plantas
transgénicas de N. benthamiana 16¢ (Ruiz et al, 1998) que expresan
constitutivamente el gen gfp, por lo que sus tejidos muestran fluorescencia verde bajo
la luz U.V. En cada ensayo se co-infiltraron dos vectores binarios que portaban el gen
ofp y el gen supresor del silenciamiento (el gen p23 de cada uno de los aislados de
CTV o los controles pl19 o el gen de la proteina MP de CLBV). En las hojas de N.
benthamiana 16c¢, la agroinfiltracion del plasmido binario pBIN-gfp genera un
incremento en la transcripcion de gfp que induce el silenciamiento del mismo por
parte de la planta y una pérdida en la expresién de GFP que puede visualizarse bajo
luz U.V. como una area roja anaranjada en la zona infiltrada (Fig. 2.15, Foto A). La
co-expresion de gfp y p23 (o el gen de otra proteina supresora control) anula el
silenciamiento local del transgén gfp inducido por el primero, provocando un aumento
de la intensidad fluorescente verde en la zona infiltrada. En los ensayos efectuados,
los genes p23 de los distintos aislados de CTV generaron bajo la luz U.V. una
intensidad fluorescente verde similar en la zona agroinfiltrada, indicando que no
difieren en su capacidad supresora del silenciamiento génico mediado por RNA, al
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menos en N. benthamiana (Fig. 2.15, Fotos D, E y F). Sin embargo, la proteina p19
generd una intensidad fluorescente verde mayor y la proteina MP una intensidad

menor en comparacion con p23 (Fig. 2.15, Fotos B y C).

A) pBIN-gfp B) p19 (TBSV) C) MP (CLBV)

I NENr

D) p23-T36 E) p23- T385 F) p23- T388

EXRE

Fig. 2.14 Ensayo de la capacidad supresora de la proteina p23 de los aislados de CTV T36 (D), T385 (E) y
T388 (F) en hojas de N. benthamiana 16c. Plantas co-infiltradas con la construccion portadora de gfp vy el
vector vacio (A), el gen p19 de TBSV (B), o el gen de la proteina MP de CLBV (C), utilizadas como control.

La sobreexpresion de GFP en las plantas agroinfiltradas fue maxima a los 4
dias p.i. Por este motivo las zonas de sobreexpresién (o represion) de GFP
observadas a los 4 dpi se recortaron y se utilizaron para la extraccion y deteccion de
RNA mensajero (MRNA) de gfp y los siRNAs derivados del mismo. La hibridacion
molecular tipo Northern blot (Fig. 2.15.A) mostré que la mayor acumulacién de mRNA
de gfp ocurria en las plantas agroinfiltradas con el pldsmido binario portador de p19,
seguidas de las plantas agroinfiltradas con el gen p23 de los distintos aislados de
CTV. EIl nivel de mRNA para estos tres supresores era similar y mayor que el
observado para la proteina MP de CLBV. Las hojas co-infiltradas con pBIN-gfp mas el
vector vacio presentaban niveles muy bajos de mRNA de gfp debido al silenciamiento
del transgén. Finalmente, los niveles de mRNA de gfp en hojas de plantas no
agroinfiltradas eran superiores a los de las plantas co-infiltradas con pBIN-gfp més
vector vacio, pero inferiores a los de plantas agroinfiltradas con las proteinas

supresoras.
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La acumulacién de siRNAs especificos de gfp también se examind mediante
hibridacion Northern a los 4 dpi (Fig. 2.15.B). La mayor cantidad de siRNAs se
observé en hojas co-infiltradas con pBIN-gfp mas vector vacio, mientras que en hojas
agroinfiltradas con supresores del silenciamiento la sefial de hibridacion de los
siRNAs derivados de gfp fue muy débil o indetectable. No se detectaron siRNAs en

hojas de plantas no agroinfiltradas (Fig. 2.15).

p23-T388 p23-T36 p23-T385 pBIN-gfe no agro.
GFP
mRNA
rRNA
_GFP - 08 nt
siRNAs A o4 nt
- 21 nt
tRNA

Fig. 2.15 A) Niveles de expresion del mRNA de gfp en hojas de N. benthamiana 16¢ no agroinfiltradas o
co-infiltradas con pBIN-gfp y genes de proteinas supresoras del silenciamiento (p19, p23-T388, p23-T36,
p23-T385 y gen de la MP de CLBYV), o con pBIN-gfp mas el vector vacio. Deteccién mediante hibridacién
Northern con una sonda de gfp. En el panel inferior la tincion con bromuro de etidio del RNA ribosomal
(rRNA) muestra la carga equivalente de las muestras. B) Acumulacién de siRNAs especificos de gfp en
extractos enriquecidos en RNAs pequefios de las mismas muestras y usando la misma sonda. La tincion
con bromuro de etidio del tRNA revela la carga equivalente de las muestras. A la derecha se indican los
tamarios de los siRNAs.

4. DISCUSION

En el capitulo anterior se observaron diferencias en las pautas de acumulacion
viral de distintos aislados de CTV en un mismo huésped y de distintos huéspedes
citricos infectados con un mismo aislado. Estas variaciones podrian ser debidas a
diferencias en la tasa de replicacion viral o en la eficiencia de la supresion del
silenciamiento, como resultado de las interacciones especificas aislado/huésped.
Para evaluar la actividad replicativa de cada aislado viral en los distintos huéspedes
se examin6 la acumulacién de sgRNAs de los genes p20 y p23 en las distintas
combinaciones aislado/huésped. La eleccidn de estos sgRNAs obedece a que, junto

al de p25, son los que mas se acumulan en tejidos infectados (Hilf et al., 1995), y a
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que los tres genes actdan como supresores de silenciamiento en N. benthamiana (Lu
et al., 2004) y es probable que también lo hagan en citricos, por lo que cabe pensar
gue su expresion sera necesaria para mantener la infeccién. Sin embargo, la
presencia en alguno de los aislados de un dRNA que co-migra con el sgRNA de p25,
impidi6 la cuantificacion de éste. A su vez, la eficiencia en la supresién del
silenciamiento se evalué i) estimando la acumulacion normalizada de siRNAs
derivados de CTV en las mismas combinaciones aislado/huésped, y ii) comparando la
capacidad de supresion del silenciamiento de la proteina p23 de cada aislado en un
ensayo de induccién/supresién del silenciamiento en plantas de N. benthamiana que
expresan GFP a partir de un transgén.

La hibridacién molecular en formato Northern blot reflej6 que las cinéticas de
acumulacion de sgRNAs en ND y CM eran similares, observandose una mayor
cantidad de sgRNAs en el primer brote que a los 9 meses p.i. Estos resultados
concuerdan con los datos de acumulacion viral obtenidos mediante los ensayos de g-
RT-PCR de los mismos extractos (Capitulo |, apartado 3.2, Tabla 1.3 y Fig. 1.8), en
los que también se observé mayor carga viral al inicio de la infeccion que a los 9
meses p.i. En LM los niveles de acumulacion de los sgRNAs en la primera brotacion
eran inferiores a los observados en ND y CM, sin embargo, a los 9 meses p.i., los
niveles de sgRNAs en estos tres huéspedes fueron similares. Un analisis mas
detallado de la carga viral en el proceso de desarrollo del primer brote en plantas de
LM, ND y NA inoculadas con T385 mostrd que, mientras en LM la carga maxima se
alcanzaba en una etapa muy temprana de la brotacién (brote <8 cm), la acumulacion
viral en ND continuaba hasta el final de la brotacion y en NA se prolongaba en
brotaciones posteriores (ver Capitulo ). Estos resultados se podrian explicar por i)
una mayor actividad replicativa del virus en LM en comparacién con los demas
huéspedes, ii) una mayor capacidad de movimiento viral célula a célula y/o a larga
distancia en LM permitiendo asi el establecimiento de una infeccién sistémica mas
rapida en dicho huésped, y/o iii) una activacion mas temprana de los mecanismos de
silenciamiento génico mediado por RNA en LM gracias a una rdpida acumulacion de
RNA viral en sus tejidos, explicando asi la menor cantidad de sgRNAs virales
observada en LM al final de la brotacion. La estabilizacién de la acumulacion viral
observada en LM, ND y CM a los 9 meses p.i. (ver Capitulo I) se correlaciona con una

estabilizacion de la actividad replicativa estimada en este capitulo por los niveles de
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sgRNAs de p20 y p23. Puesto que una vez estabilizada la infeccién la carga viral de
T385 (y de otros aislados) en LM no fue mas alta que en ND, la acumulacion viral
mas rapida en LM habria que atribuirla a una mayor eficiencia de la
replicacion/movimiento viral en este huésped y no a un silenciamiento mas intenso en
ND. Esta replicacion/movimiento mas rapidos en LM podria ser debida en parte a una
interaccién mas eficiente entre factores virales y del huésped.

La expresion ectopica de p23 en plantas transgénicas de LM dio lugar a la
expresion de sintomas foliares similares a los inducidos por la infeccion de CTV, y la
intensidad de los mismos se correlacionaba con el nivel de acumulacion de la
proteina p23, pero no estaba asociada con la patogenicidad del virus del que
procedia esta proteina (Ghorbel et al., 2001; Faoaga et al., 2005). Estos resultados
sugeririan que las diferencias de patogenicidad entre los aislados utilizados en este
trabajo podrian ser debidas a distintos niveles de acumulaciéon de p23. En nuestro
estudio, una vez establecida la infeccion no se observaron diferencias en la
acumulacion del sgRNA de p23 en LM, CM y ND, lo que indicaria que este factor no
es responsable de las diferencias en la sintomatologia inducida por los distintos
aislados en estos huéspedes. Durante el transcurso de esta tesis se realizaron
experimentos de Western Blot utilizando anticuerpos policlonales de p23 (Lépez et al.,
2000). Sin embargo, el funcionamiento del antisuero con nuestros extractos de planta
fue deficiente y no se pudo cuantificar la acumulacién de esta proteina.

Antes de que se conociesen la expresién de los genes de CTV mediante
sgRNAs vy las funciones bioldgicas de p23, en algunos estudios basados en analisis
de dsRNA en plantas infectadas (Dodds y Bar-Joseph, 1983; Dodds et al., 1984) se
observd una asociacion entre la acumulacion del sgRNA de p23 y la virulencia del
aislado (Dodds et al., 1987b,c), mientras que esta asociacion no resulté evidente en
estudios similares con aislados de otras regiones (Moreno et al., 1990). Estos
estudios pusieron de manifiesto que el nivel de sgRNAs varia con los aislados de
CTV, la especie infectada y la época del afio, y que este nivel suele ser paralelo al de
la carga viral, lo que apoya la idea de que la acumulacién de sgRNAs es un buen
indicador de la actividad replicativa del virus. También se observé que el nivel de
sgRNAs en plantas de NA era mucho mas bajo que en otros huéspedes como LM o

ND (Dodds et al.,, 1987b,c; Moreno et al., 1990), si bien en estos estudios no se
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efectué un andlisis de la acumulacibn de sgRNAs a distintos tiempos post-
inoculacion.

La cinética de acumulacion de los sgRNAs virales en NA fue paralela a la de
acumulacion viral en dicho huésped (Capitulo |, apartado 3.2, Fig. 1.11) y distinta de
la observada en los otros huéspedes citricos. En la primera brotacion sélo se detect6
un nivel muy bajo de sgRNAs en plantas infectadas con el aislado T388 y no se
detectaron en absoluto en las plantas infectadas con los demas aislados, indicando
una actividad replicativa muy reducida en NA en la fase inicial de la infeccién. Esta
actividad fue aumentando en brotaciones sucesivas y a los 2 afios p.i. se detectaron
los sgRNAs de todos los aislados estudiados. Estos resultados indican que la
resistencia inicial a la acumulacién viral de algunos aislados de CTV en NA observada
en el capitulo anterior esta asociada a una baja actividad replicativa, probablemente
debida a factores del huésped implicados en el proceso del movimiento sistémico, ya
gue se ha observado que la replicacion de CTV en protoplastos de NA es similar a la
de otros huéspedes (Albiach-Marti, datos no publicados).

Hay que destacar que la acumulacién de los sgRNAs de p20 y p23 en NA
infectado con los aislados virulentos T388 y T318A, que inducen sintomas severos de
SY en NA, fue mayor que la observada en los aislados T36 y T385, sugiriendo que su
tasa de multiplicacion es mayor. La acumulaciéon de los sgRNAs de p20 y p23 en las
plantas infectadas con el aislado T36, que induce SY menos intenso que T388 o
T318A, fue mucho menor que la de los dos aislados virulentos y no se detectd hasta
los 12 meses p.i., manteniéndose constante con el tiempo. Por ultimo, con el aislado
T385, que es asintomatico en NA, soélo se pudo detectar la actividad replicativa a los 2
afios p.i. Estos datos sugieren que NA debe poseer algin gen de resistencia que
retrasa la multiplicacion y/o movimiento de ciertos aislados de CTV, al menos en la
fase inicial de la infeccion.

Los sintomas observados en plantas transgénicas de LM y de otras especies
de citricos que expresan p23, no se observaron en plantas transgénicas equivalentes
de N. benthamiana o N. tabacum (Fagoaga et al., 2005), lo que sugiere que dichos
sintomas derivan de una interaccién especifica de p23 con algun factor de los citricos.
Esta interaccién podria ser diferente en NA y en otras especies como LM, ya que i) en
contraste con la LM, la proteina p23 apenas se detecta en plantas transgénicas de

NA, aunque la intensidad de sintomas esta asociada con el nivel de expresion de
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mRNA del transgén, y ii) los sintomas foliares de las plantas transgénicas de NA
(clorosis nervial y puntos cloréticos) no se observan en plantas normales de esta
especie infectadas con CTV (Fagoaga et al., 2005). Las plantas de NA infectadas con
algunos aislados de CTV permanecen asintomaticas mientras que otras muestran el
sindrome de SY. Recientemente se ha demostrado que el determinante de
patogenicidad de SY en NA probablemente esté localizado en p23 y que la intensidad
de sintomas no se correlaciona con la acumulacion de proteina p23 (Albiach-Marti et
al., 2009).

El silenciamiento mediado por RNA proporciona a la planta un eficaz
mecanismo de defensa antiviral (Lemmetty et al., 2008), siendo los siRNAs la huella
molecular del mismo (Mlotshwa et al., 2002). No obstante, la relacién entre actividad
de silenciamiento y nivel de acumulacion de siRNAs debe tomarse con cautela en
algunos casos, ya que los niveles de siRNAs derivados del virus se correlacionan
con los niveles de RNA viral en las células infectadas (Qu y Morris, 2005). De esta
forma, la abundancia de los siRNAs en un determinado huésped no es un indicador
fiable de la intensidad del silenciamiento viral. Los siRNAs derivados del virus son
mas abundantes en presencia que en ausencia de los supresores del silenciamiento
(Ratcliff et al., 1997; Voinnet et al., 2000; Qu y Morris, 2002), ya que los mutantes
defectivos de la proteina supresora se acumulan menos, confirmando que la
acumulacién de los siRNAs es proporcional a la carga viral alcanzada en las células
infectadas. Los modelos matematicos que describen los mecanismos de
silenciamiento indican que éste se intensifica cuando aumenta la cantidad de dsRNA
(Bergstrom et al., 2003; Groenenboom et al., 2005 y 2008), lo que apoyaria el
incremento en el nivel de siRNAs cuando aumenta la carga viral. Por ello, para
comparar mejor la actividad de silenciamiento inducida por diferentes aislados en los
distintos huéspedes, en este trabajo se estimé un valor normalizado de la
acumulacion de siRNAs derivados de CTV en relacion con la correspondiente carga
viral.

En LM, ND y CM se observé i) que en general la mayor acumulacion
normalizada de siRNAs de CTV se correspondia con una carga viral mas reducida
(comparar Fig. 1.8 del Capitulo | y Fig. 2.12 del Capitulo 1), lo que sugiere que las
diferencias de acumulacién de los distintos aislados en cada huésped podrian ser

debidas a una eficiencia de silenciamiento distinta segun el aislado, y ii) que la
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acumulacién normalizada de siRNAs a los 9 meses p.i. tendia a ser mayor que en la
primera brotacion, en correspondencia con un descenso en la carga viral, lo que
sugiere un silenciamiento del virus por parte de la planta tras la invasion inicial. Esta
invasion inicial de la planta ocurre con distinta velocidad segun la especie huésped,
siendo mas rapida en LM, que alcanzé la maxima carga viral en una etapa temprana
de la primera brotacién, lo que podria explicar en parte las menores diferencias
observadas en este huésped en los niveles de siRNAs de CTV al final de la primera
brotacién y a los 9 meses p.i.

La pauta de acumulacion de los siRNAs de CTV en NA fue diferente de la
observada en los otros huéspedes citricos. Asi, en la primera brotacion sélo se
detectaron siRNAs en las plantas infectadas con T388 y hubo que esperar a los 2
afos p.i. para detectar siRNAs en las plantas infectadas con los demas aislados. A su
vez, como se indicé en el Capitulo I, la maxima carga viral en este huésped se
alcanzé a partir de los 2 afios p.i. Ello sugiere que la activacién del mecanismo de
silenciamiento en NA requiere que la carga viral de CTV exceda de un nivel umbral.
El aislado T388 es el que mas se acumula en la primera brotacién y superaria pronto
este nivel umbral, permitiendo la deteccion de siRNAs en el primer brote. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Forrest et al., (2004) en hongos, y Pal-
Bhadra et al., (2002) en Drosophila sp., en los que demuestran la existencia de una
dosis umbral de dsRNA necesaria para activar el silenciamiento génico mediado por
RNA. Asimismo, Tenllado et al. (2001),Robalino et al., (2005) y Carbonell et al.,
(2008), indicaron que el silenciamiento génico como respuesta a la infeccion viral era
dosis-dependiente y la proteccidon que se obtenia frente a virus o viroides infiltrando
dsRNA especifico aumentaba con la concentracion de dsRNA introducido.

La ausencia de siRNAs de CTV en las plantas de NA inoculadas con los
aislados T318A, T36 y T385 al inicio de la infeccion, apoya la idea de que la
resistencia inicial del NA a la replicacion y acumulacién de estos aislados no seria
debida a fenémenos relacionados con el silenciamiento, puesto que éste parece no
estar activado en esa etapa de la infeccion, sino a una interaccién menos eficiente
entre factores virales y del huésped para el movimiento del virus. Esta resistencia
inicial a la acumulacién viral en NA fue observada también por Bernet et al. (2008).

El aislado T36 tuvo un comportamiento diferente al de los demas aislados en

todos los huéspedes estudiados, ya que presentaba la menor carga viral y la mayor
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acumulacién normalizada de siRNAs. Ello sugiere que la activacion del mecanismo de
silenciamiento frente a T36 ocurriria a una concentracion umbral mas baja que frente
a otros aislados, lo que dificultaria su acumulacién posterior en los tejidos infectados.
Las diferencias observadas entre NA y los otros huéspedes citricos y, entre el aislado
T36 y los otros 3 aislados de CTV concuerdan con las conclusiones de Groenenboom
et al., (2008), que indican que los parametros del silenciamiento génico mediado por
RNA son determinados por el huésped, y su intensidad depende de las
caracteristicas propias del virus.

En respuesta a la activacion de los mecanismos de silenciamiento de la planta
los virus expresan proteinas supresoras del silenciamiento génico para poder efectuar
la invasion sistémica de la misma. Como ya se ha indicado CTV codifica tres
proteinas (p25, p20 y p23) que actian como supresores del silenciamiento en tabaco
y N. benthamiana (Lu et al., 2004). Aunque no hay pruebas directas de que las tres
proteinas ejerzan esta misma funcidn en citricos, la observacion de que p23
expresada ectopicamente en plantas transgénicas de LM da lugar a sintomas foliares
similares a los causados por CTV (Ghorbel et al., 2001; Fagoaga et al., 2005), y de
que el determinante de patogenicidad del sindrome de SY se localiza en la region
p23-3' NTR (Albiach-Marti et al., 2009), apoyan la idea de que al menos p23 también
es un supresor de silenciamiento en citricos. El analisis filogenético del gen p23 de
los distintos aislados de CTV los separa en 3 grupos hien diferenciados: virulento
(T318A y T388), asintomatico (T385) y atipico (T36) (Sambade et al., 2003), lo que
esta en concordancia con el hecho que p23 sea un determinante de patogenicidad en
Citrus spp. (Ghorbel et al., 2001; Fagoaga et al., 2005). Mientras las proteinas p23 de
los aislados T318A y T388 son idénticas, la identidad aminoacidica de éstas con las
de T385y T36 es de 92 y 91%, respectivamente, y la de T36 con T385, es de 90.5%
(Vives et al., 1999; Ruiz-Ruiz et al., 2006).

Para comprobar si el comportamiento diferencial de los aislados de CTV en
distintos huéspedes, y en particular la menor acumulacion viral de T36 en
comparacion con los otros aislados de CTV estudiados, podia asociarse con una
capacidad distinta de p23 para suprimir el silenciamiento, se realizaron ensayos de
supresién de las proteinas p23 de T36, T388/T318A y T385. De los distintos ensayos
que se han propuesto para identificar proteinas supresoras de silenciamiento
(Moissiard y Voinnet, 2004, Roth et al., 2004, Qu y Morris, 2005 y Li y Ding, 2006), se
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eligié el de expresion transitoria mediante co-infiltracién de hojas de N. benthamiana
16c con dos cultivos de Agrobacterium, uno que contiene el gen gfp y otro que
contiene el gen de la proteina candidata, por ser el mas rapido y sencillo. En estos
ensayos no se observaron diferencias significativas entre la capacidad supresora de
las proteinas p23 de los distintos aislados de CTV, aunque si entre éstas y la proteina
pl9 de TBSV o la proteina MP de CLBV, utilizadas como control. Este resultado no
nos permite atribuir las diferencias de carga viral entre aislados a una actividad
supresora distinta de la proteina p23 de cada uno de ellos, si bien tampoco podemos
excluir esta posibilidad, ya que la actividad supresora en N. benthamiana 16¢c y en un
huésped citrico podria no ser la misma. De hecho, la expresién ectépica de p23 en
plantas transgénicas de citricos da lugar a fenotipos aberrantes mientras que en N.
benthamiana da lugar a un fenotipo normal (Fagoaga et al., 2005). Mas aun, los
efectos de la expresion ectdpica de p23 en citricos tampoco coinciden totalmente con
los inducidos por el virus, ya que i) plantas trangénicas de LM que expresaban el gen
p23 de un aislado asintomético, o de un aislado virulento, mostraban sintomas
foliares indistinguibles, mientras que los sintomas inducidos por los respectivos
aislados son muy diferentes, y ii) plantas transgénicas de NA que expresaban p23
mostraban clorosis nervial y puntos cloréticos (Fagoaga et al., 2005), mientras que las
plantas no transgénicas de NA inoculadas con CTV son asintomaticas (si el aislado
es suave) o muestran el sindrome SY, pero nunca clorosis nervial o puntos cloréticos,
pese a que el determinante de patogenicidad de SY se ha localizado en la regién p23-
3" NTR (Albiach-Marti et al., 2009). Estos datos sugieren, por una parte, que el efecto
de la proteina p23 expresada por el virus varia con la secuencia de ésta, y por otra,
gue el efecto de p23 podria variar segun el tejido en que se exprese (CTV esta
restringido al floema, mientras que en las plantas transgénicas la expresiéon es
constitutiva) y entre especies huésped (en LM y CM la mayoria de los aislados
produce clorosis nervial, en ND sélo lo hacen los aislados mas virulentos, mientras
que en NA solo algunos aislados virulentos inducen SY). A ello habria que afiadir los
potenciales efectos de las proteinas p20 y p25 sobre el silenciamiento en plantas de
citricos, que son aun mas desconocidos.

En resumen, los resultados obtenidos en este capitulo indican que la cinética
de acumulacion de los aislados de CTV es paralela a su actividad replicativa estimada

en base a la acumulacion de sgRNAs de p20 y p23. En las especies mas susceptibles
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(ND, CM y LM) la mayor actividad replicativa y la maxima carga viral se detectan en la
primera brotacion, mientras que en NA, que presenta una resistencia inicial, la
acumulacion viral y la actividad replicativa aumentan progresivamente durante el
transcurso de la infeccién. Asimismo, en ND, CM y LM el silenciamiento del virus por
parte de la planta se produce tras la invasion inicial debido a que en estos huésped se
alcanzan niveles de acumulacion viral altos y se dispara el mecanismo de
silenciamiento viral, mientras que en NA la activacion de este mecanismo requiere
superar un nivel umbral de carga viral, lo que sugiere que la resistencia inicial a la
acumulacion viral no es consecuencia del silenciamiento sino de una interaccion
menos eficiente entre factores virales y del NA necesarios para el movimiento de
CTV. El comportamiento diferencial de los distintos aislados de CTV no pudo
asociarse a una distinta capacidad supresora de sus proteinas p23, puesto que, al

menos en N. benthamiana, las capacidades supresoras de éstas resultaron similares.
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CAPITULO Ill. DISTRIBUCION DE CTV EN EL HUESPED NARANJO AMARGO

1. INTRODUCCION

En los capitulos anteriores se obtuvieron indicios de la existencia de una
resistencia inicial a la replicacion y acumulacion de algunos aislados de CTV en
naranjo amargo (NA), que desaparecia en el transcurso de la infeccion viral.
Asimismo, los resultados sugerian la necesidad de alcanzar una carga viral minima
para activar el silenciamiento génico mediado por RNA como respuesta a la infeccion
por CTV. En NA esta carga se lograba mas lentamente que en otros huéspedes, y de
hecho, al inicio de la infeccién sélo se detectaban siRNAs en las plantas inoculadas
con uno de los cuatro aislados de CTV ensayados. Estos datos apuntaban a que la
resistencia inicial del NA a la acumulacién de algunas cepas de CTV no seria debida
al mecanismo de silenciamiento sino a otras causas.

La infeccion sistémica del virus requiere dos procesos: el movimiento célula a
célula via plasmodesmos y el movimiento a larga distancia a través del sistema
vascular (Hull, 1989). De este modo, una limitacién en la capacidad de movimiento de
CTV en NA podria explicar en parte la resistencia inicial observada. Asimismo, la
acumulacion viral y los procesos de silenciamiento en NA podrian ser diferentes
dependiendo del tejido de la planta. Para examinar estas posibilidades en este

capitulo se abordaron los siguientes objetivos:

" Evaluar la pauta de distribucién y acumulaciéon de CTV en distintos tejidos de
naranjo amargo de semilla y estudiar la intensidad del silenciamiento viral en los
mismos, estimando la acumulacién de siRNAs derivados del virus.

" Determinar los efectos del patrén utilizado (resistente o tolerante a CTV) en la
acumulacion viral y en la intensidad del silenciamiento génico mediado por RNA
en la copa de NA.

" Comparar la frecuencia de células infectadas en NA propagado sobre distintos
patrones e inoculado con un clon infeccioso de CTV que expresa GFP (CTV9-
GFPC3).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Huéspedes citricos y aislados de CTV

En los distintos experimentos se emplearon los aislados de CTV T388, T318A,
T36 y T385 descritos en el Capitulo I, apartado 2.1. Como huéspedes citricos se
emplearon 25 plantas de NA de semilla, otras tantas de NA injertado sobre citrange
Carrizo [Citrus sinensis (L.) Osbc. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] (NA/CC) o sobre NA
(NA/NA), y 45 de NA propagado sobre naranjo dulce Pineaple (NA/ND). Una vez el
brote de NA habia alcanzado 5-8 mm de diametro, cinco plantas de cada
combinacién se inocularon por injerto con cada uno de los aislados de CTV y las
cinco restantes se dejaron como control negativo. En el caso de la combinacion
NA/ND, 20 plantas se inocularon en la variedad (NA*/ND) y las otras 20 en el patrén
(NA/ND*), dejando las cinco restantes como control.

Para examinar la frecuencia de células infectadas en el tallo de NA propagado
sobre distintos patrones, las plantas se inocularon a partir de ND infectado con una
version recombinante de CTV que expresa GFP. Este virus recombinante fue
obtenido a partir del clon infeccioso CTV9 procedente del aislado T36 (Satyanarayana
et al., 1999; 2001) en el que se habia insertado el gen gfp de la proteina fluorescente
verde (CTV9-GFPC3) (Satyanarayana et al., 2008), amablemente cedido por el Dr.
William O. Dawson (University of Florida-CREC, Lake Alfred, FL, EUA). En nuestro
laboratorio el clon CTV9-GFPC3 fue agroinfiltrado en Nicotiana benthamiana y sus
viriones pasados a citricos por la Dra. S. Ambrés. De estas plantas se obtuvo el

inoculo para injertar las distintas combinaciones utilizadas.

2.2 Inmunoimpresion-ELISA

Las improntas de tejido se prepararon a partir de hoja vieja, hoja media, hoja
joven y tallo de NA de semilla al cabo de 9 meses y de 3.5 afios p.i. Las improntas se
realizaron mediante corte transversal del material vegetal y aplicaciéon de la seccién
fresca sobre una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm de poro (Bio-Rad). Las
membranas se bloquearon con tampén TBST (10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM
NacCl, 0.3% (v/v) de Tween 20) con 0.1% (p/v) de BSA (albumina de suero bovino,
Roche) durante 30 min. Posteriormente, las membranas se incubaron en tampoén

TBST que contenia una mezcla 1:1 (v:v) de los anticuerpos monoclonales 3DFI y

98



CAPITULO Il

3CAG5 (Vela et al., 1986) (INGENASA®) a una concentracion de 0.25 pg/ml durante 90
min a 37°C. A continuacién se realizaron tres lavados de 15 min en tampén TBST y
las membranas se volvieron a incubar en una dilucién 1:20.000 de inmunoglobulinas
anti-raton conjugadas con fosfatasa alcalina (Sigma®) en tamp6n TBST a 37°C
durante 90 min. Tras la incubacion, se repitieron los 3 lavados con tamp6n TBST y las
membranas se equilibraron en tampén sustrato (0.1 M Tris-HCI, pH 9.5) durante 5
min. Para la deteccién colorimétrica de las muestras positivas se utilizé NBT (nitroblue
tetrazolium, Roche) y BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato, Roche) (Blake et al.,
1984). La formacion de un precipitado plrpura caracteristico (diformazan) en el
floema de las secciones se visualizd con una lupa. Se realizaron improntas por
duplicado a partir de 3 plantas inoculadas con cada aislado. Como controles se
utilizaron plantas de ND y LM inoculadas con cada uno de los 4 aislados estudiados
(Fig. 3.1).

A)

(P) (M)

B)

HV HM HJ

i T2 T3 T4 ES: T8

Fig. 3.1 A) Tipos de tejido utilizados en la inmunoimpresion: P y M indican las muestras de peciolo (P) y
mitad de la hoja (M), respectivamente, tomadas de hoja joven (HJ), hoja media (HM) y hoja vieja (HV); Los
cortes del tallo (T) se realizaron cada 3 cm. B) Esquema de la membrana de nitrocelulosa utilizada para
cada planta de NA inoculada con el aislado de CTV.

2.3 Estimacion de la acumulacién viral mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo
real (g-RT-PCR)

La extraccién de RNAt y la deteccion y cuantificacion del n°® de moléculas de
gRNA por ng de RNAt en extractos de corteza, brote, hoja y raiz de NA de semilla o
de las distintas combinaciones patrén/variedad (NA/CC, NA/NA, NA*/ND y NA/ND¥*)
se efectud segln se ha descrito en el Capitulo |, apartado 2.3.
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2.4 Deteccion y cuantificacion de los siRNAs derivados de CTV mediante
hibridacién molecular en formato Northern blot

Para la extraccion y cuantificacion de los siRNAs derivados de CTV presentes
en los distintos tejidos de NA de semilla (corteza, brote y raiz) o en la corteza de NA
propagado sobre distintos patrones se utilizé la metodologia descrita en el Capitulo I,

apartado 2.3.

2.5 Determinacién de la frecuencia de células infectadas por el clon CTV9-
GFPC3 en naranjo amargo propagado sobre distintos patrones

Para determinar la frecuencia relativa de células infectadas en las plantas de
NA injertado sobre el patrén CC, NA y ND se inocul6 el clon CTV9-GFPC3
(Satyanarayana et al., 2008) en la variedad. Posteriormente, al final de la primera
brotacion y a los 15 meses p.i.,, se realizaron cortes longitudinales del tallo y se
examinaron con una lupa Leica MZ16 utilizando un filtro para GFP. Las fotografias se
obtuvieron con una cdmara LEICA DFC490 utilizando el programa informatico IM50

(Leica).

3. RESULTADOS

3.1 Andlisis de la distribucion de CTV en naranjo amargo de semilla mediante
inmunoimpresion-ELISA

El andlisis de la distribucion de CTV en hoja vieja, media y joven y en distintas
secciones del tallo en plantas de NA a los 9 meses p.i. (Fig. 3.2) mostré diferencias
entre los aislados. El aislado T388 presentaba una distribucién generalizada en toda
la planta, los aislados T318A y T36 presentaban distribucién generalizada en los
tallos e irregular en las hojas, mientras que el aislado T385 no se detectd en ninguna
de las improntas de los distintos tejidos analizados. En contraposicion a los resultados
obtenidos en NA, las improntas realizadas con tejido de ND inoculado con cada uno
de los aislados (en la Fig. 3.2.e se muestra sélo la correspondiente a T385) revelaron

una distribucion homogénea en este huésped para todos los aislados.
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Fig.3.2 Improntas de distintos tejidos de naranjo amargo (NA) inoculado con los aislados de CTV a) T318A,
b) T36, c) T388 y d) T385 realizadas a los 9 meses p.i. €) Control naranjo dulce Pineapple (ND) inoculado

con el aislado T385 a los 9 meses p.i.
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Fig.3.3 Improntas de distintos tejidos de naranjo amargo (NA) inoculado con los aislados a) T318A, b) T36,
c) T388 y d) T385 realizadas a los 3.5 afios p.i. €) Control lima Mexicana (LM) inoculada con el aislado

T385 a los 3.5 afios p.i.
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Cuando el ensayo se repitid a los 3.5 afios p.i. se detecté CTV en todas las
muestras, indicando una distribucién generalizada de todos los aislados de CTV en
NA (Fig. 3.3). Incluso el aislado T385, que resulto indetectable a los 9 meses p.i.
presentd una distribucion similar a la del control LM (Fig. 3.3, d y e). Estos resultados
confirman la restriccion inicial del NA a la acumulacién de T385 y la superacion de la

misma durante el curso de la infeccion.

3.2 Acumulacion de CTV en los distintos tejidos de naranjo amargo de semilla
La carga viral estimada mediante q-RT-PCR en la primera brotacién de plantas

de NA inoculadas con cada uno de los aislados de CTV fue superior en corteza que

en hojas totalmente expandidas (Fig. 3.4). De nuevo la mayor carga viral

correspondi6 al aislado T388, confirmando los datos de capitulos anteriores.
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Fig. 3.4 Carga viral alcanzada en extractos de corteza (C, color oscuro) y hoja (H, color claro) de la primera
brotacién de naranjo amargo de semilla infectado con los aislados de CTV T318A, T36, T388 y T385.

Para examinar la distribucion de CTV en distintos tejidos de NA, una vez
vencida la resistencia inicial, se estimé mediante g-RT-PCR la carga viral en extractos
de raiz, corteza y brote joven de NA a los 2 afios p.i. (Fig. 3.5). En todos los casos la
menor acumulacion viral se observé en la raiz. Sorprendentemente, el aislado que
alcanzaba una mayor carga viral en este tejido era T385 (Fig. 3.5). Dado que este
aislado presentaba una acumulaciéon en corteza mas lenta que los demas, este
resultado sugeria la posibilidad de que la raiz pudiese actuar como reservorio viral de
este genotipo. La acumulacién viral en brote y corteza fue similar en T318A, T388 y

T385, pero no en el aislado T36, que presentd una carga viral en brote menor que en
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corteza y similar a la de la raiz (Fig. 3.5). Este aislado fue el que presenté menor
acumulacion viral en todos los tejidos analizados (Fig. 3.5), apoyando los datos

obtenidos en capitulos anteriores.
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Fig. 3.5 Acumulacion viral de los cuatro aislados de CTV en distintos tejidos de NA de semilla: raiz (R),
corteza (C) y brote (B) a los 2 afios p.i.

3.3 Acumulacion de CTV en naranjo amargo propagado sobre distintos
patrones

La elevada carga viral del aislado T385 en raiz de NA sugeria la posibilidad de
que este tejido pudiese actuar como reservorio viral. Para evaluar la posible influencia
del patron en la acumulaciéon de CTV en la variedad NA se inocularon los cuatro
aislados de CTV en plantas de NA propagado sobre citrange Carrizo (NA/CC), un
patron resistente a CTV, sobre naranjo dulce (NA/ND), un huésped susceptible que
generalmente permite una alta carga viral, y sobre el propio NA (NA/NA) como control
(Fig. 3.6 A). La estimacién de la acumulacion viral en la raiz y en la copa se efectu6
mediante g-RT-PCR.

En primer lugar se cuantifico la carga viral alcanzada en raiz a las 3 y 6
semanas p.i. (Fig. 3.6 B). En general, en este periodo se observd un aumento de la
acumulacion viral variable con la combinacion patron/variedad y con la cepa de CTV.
En el patrén CC se observéd un incremento acentuado de la carga viral de T388 y un
aumento moderado de T385, mientras que la carga viral de T318A y T36 permanecio
esencialmente invariable (Fig. 3.6 B). En el patron ND se observé un incremento
importante del titulo viral de todos los aislados excepto T36 que mostré un incremento
minimo (Fig. 3.6 B). El aumento de la carga viral en el patron NA fue relativamente
modesto en T318A, T388 y T385 e indetectable en T36 (Fig. 3.6.B). La acumulacion
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viral en raiz méas alta a las 6 semanas p.i. se observé en ND, seguido de NA y CC, si
bien el titulo de T388 fue algo mayor en CC que en NA y el de T36 fue similar en los

tres patrones.

A)

B)
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T38A T36 T388 T385 TH8A T36 T388 T385
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10548
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1,0E:01
10E+00

T38A T36 T3e8 T385

Fig. 3.6 A) Inoculaciones efectuadas para analizar el efecto del patron en la acumulacién de CTV en NA.
Yemas de NA se propagaron sobre citrange Carrizo (NA/CC, naranja), naranjo amargo (NA/NA, marrén) y
naranjo dulce Pineapple (NA/ND, amarillo). La flecha azul indica la inoculacién de CTV en la variedad. B)
Evolucién temporal de la acumulacién de los aislados T318A, T36, T388 y T385 de CTV en la raiz del
patrén a las 3 semanas (color oscuro) y a las 6 semanas p.i. (color claro).

A continuacién se estim6 mediante g-RT-PCR la acumulacién viral en la corteza
de la copa de NA de las mismas plantas a los 9 meses p.i. El andlisis de la varianza
mediante un Multifactor ANOVA (paquete informatico STATGRAPHICS Plus 5.1)
indicé que existia una acumulacion diferencial en la corteza del NA en funcién del
patrén. Asi, en la figura 3.7.A se observa que la acumulacion viral en la corteza de NA
varia de forma similar entre aislados en las plantas propagadas sobre CC y ND pero

de forma diferente en las propagadas sobre NA.
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Fig. 3.7 A) Efecto de la interaccion patron aislado en la acumulacién de CTV en corteza del naranjo
amargo (NA) a los 9 meses p.i., detectado mediante analisis de la varianza Multifactor ANOVA. Los niveles
del factor aislado se representan en el eje de abcisas, y para cada uno de ellos se representan las medias
de la variable dependiente (carga viral) en cada uno de los niveles del factor patrén (lineas de color). El
distinto comportamiento de las lineas resultantes indica la existencia de interaccién. B) Acumulacién viral
de los aislados de CTV T318A, T36, T388 y T385 en la copa de naranjo amargo propagado sobre los
patrones citrange Carrizo (NA/CC, naranja), naranjo amargo (NA/NA, marrén) y naranjo dulce Pineapple
(NA/ND, amarillo) a los 9 meses p.i.

Los aislados T318A, T388 y T36 presentaron una mayor acumulacién viral en la
corteza de NA en las combinaciones NA/CC y NA/ND e inferior en la combinacion
NA/NA, mientras que las plantas infectadas con el aislado T385 presentaron la
acumulacion més baja en NA/CC y la més alta en NA/ND (Fig. 3.7 B).

Al comparar la acumulacion viral en la raiz del patrén a las 6 semanas p.i. y en
la corteza de la variedad a los 9 meses p.i. se observé que la acumulacién de los
aislados T318A, T36 y T388 era generalmente mayor en corteza, mientras que la del

aislado T385 era mayor en raiz en cualquiera de las combinaciones (Fig. 3.8).
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Fig. 3.8 Comparaciéon de la acumulacion viral de los 4 aislados se CTV en la raiz del patréon a las 6
semanas p.i. (amarillo) y la corteza de naranjo amargo (NA) a los 9 meses p.i. (verde) alcanzada en las
distintas combinaciones: naranjo amargo propagado sobre citrange Carrizo (NA/CC), NA propagado sobre
NA (NA/NA) y NA propagado sobre naranjo dulce Pineapple (NA/ND). Se sefiala con una flecha roja la
menor acumulacion observada para el aislado T385 en la corteza de NA en todas las combinaciones.

En la figura 3.9 se ilustra mejor el distinto comportamiento en las pautas de
acumulacion en la raiz del patrén y en la corteza del NA de los distintos aislados. En
las plantas inoculadas con los aislados T318A, T36 y T388 la carga viral en la corteza
del NA a los 9 meses p.i. i) es igual o superior a la observada en la raiz del patrén a
las 6 semanas p.i., y ii) no parece depender de ésta (p.e. comparar cargas virales de
T318A o T388 en NA/ND y NA/CC). Por el contrario, en las plantas inoculadas con
T385 la carga viral en la corteza de NA a los 9 meses p.i. continua siendo inferior a la
detectada en raiz a las 6 semanas p.i. y ambas parecen asociadas.

Finalmente, en las plantas de NA propagadas sobre el patrén susceptible ND,
se evalud si la acumulacion viral en la raiz y en la corteza de la copa eran diferentes
en plantas inoculadas en la copa (NA*/ND) y en plantas similares inoculadas sobre el
patrén (NA/ND*) (Fig. 3.10).

El analisis de la varianza Multifactor ANOVA indicé que existian diferencias
significativas en la carga viral en funcion del sitio de inoculacion de CTV (Fig. 3.10).
Asi, la acumulacion viral de todos los aislados en la raiz a las 6 semanas p.i. fue
superior cuando la inoculacién se hizo en el patrén que cuando se hizo en la
variedad. En cuanto a la acumulacién en la corteza de la copa se detecté una
interaccién entre el factor sitio de inoculacién y el factor aislado (Fig. 3.10, grafica

superior): mientras la carga viral de los aislados T318A y T388 en la corteza de NA
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era mayor en las plantas inoculadas en la variedad, la de los aislados T36 y T385 fue
mas alta en las plantas inoculadas en el patrén. De nuevo se observo que la carga
viral de T385 en la corteza a los 9 meses p.i. aparecia asociada a la carga viral en la
raiz a las 6 semanas p.i. (Fig. 3.11). Esta asociacién y el hecho de que T385 fuese el
Unico aislado que presentaba mayor acumulacion en raiz a las 6 semanas p.i. que en
la corteza a los 9 meses p.i. sugiere que para este aislado la raiz podria actuar como
reservorio para la infeccion progresiva de la copa de NA.
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Fig. 3.9 Acumulacion diferencial del gRNA de los aislados de CTV en la raiz del patron y la corteza de
naranjo amargo (NA) en las combinaciones naranjo amargo/citrange Carrizo (NA/CC, naranja), naranjo
amargo/naranjo amargo (NA/NA, marrén), naranjo amargo/naranjo dulce Pineapple (NA/ND, ocre). Se
resalta en punteado rojo la actuacién de la raiz como reservorio viral para el aislado T385.
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Fig. 3.10 Acumulacién de CTV en naranjo amargo propagado sobre naranjo dulce Pineapple (NA/ND) en
funcién del sitio de inoculacion. A la derecha se indican los valores de acumulacion viral en las plantas
inoculadas en la variedad NA (NA*/ND, azul) y en la parte izquierda los de las plantas inoculadas en el
patron (NA/ND*, rojo). La gréafica superior representa el efecto de la interaccién entre el factor lugar de
inoculacion y el factor aislado en la acumulacion viral en la corteza de NA a los 9 meses p.i (analisis
Multifactor ANOVA). Las dos graficas inferiores muestran la comparacion entre la acumulacion viral en raiz
a las 6 semanas p.i. (amarillo) y en corteza de NA a los 9 meses p.i. (verde). La flecha rosa resalta la
menor acumulacion observada en corteza de NA cuando el aislado T385 es injertado en la variedad.
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Fig. 3.11 Comparacién de la carga viral del aislado T385 en la raiz (a las 6 semanas p.i.) y en la corteza de
la copa (a los 9 meses p.i.) en plantas de naranjo amargo propagadas sobre patrén citrange Carrizo
(NAJCC, naranja), naranjo amargo (NA/NA, marrén) y naranjo dulce Pineapple, estas Ultimas inoculadas en
la variedad (NA*/ND, azul), o en el patrdn (NA/ND*, rojo).
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Estos datos indican que i) existe una acumulacién viral diferencial en la raiz del
patron, asi el patron ND es el que presenta una mayor carga viral en este tejido; ii)
todos los aislados a excepcion del aislado T385 presentan una mayor acumulacion en
corteza que en raiz; iii) para los aislados T318A, T36 y T388 la carga viral en corteza
de NA no depende de la acumulacién viral en la raiz, de modo que
independientemente del uso de un patrén tolerante o uno resistente la acumulacion
viral en la copa de NA es similar; iv) para el aislado T385, sin embargo, si influye el
patrén utilizado, y a mayor carga viral alcanzada en raiz, es mayor el titulo viral
obtenido en corteza de NA, confirmando que para este aislado la raiz actuaria como

reservorio viral.

3.4 Deteccién y cuantificacién de los siRNAs derivados de CTV presentes en
distintos tejidos de naranjo amargo de semilla

En el capitulo anterior se observé que, en contraste con otras especies
huésped, la presencia de siRNAs en la corteza del NA solo era detectable cuando se
alcanzaba una carga viral minima, normalmente a los 2 afios p.i. Para examinar la
intensidad del silenciamiento en distintos tejidos de NA, se analizaron y cuantificaron
los siRNAs especificos de CTV presentes en extractos de brote, raiz y corteza a los 2
afios p.i. (Fig. 3.12). Al igual que en el Capitulo Il, apartado 3.2, en cada gel se
introdujeron diluciones seriadas de un control positivo para disponer de una recta de
calibracién que permitiese comparar la intensidad de las bandas de siRNAs acotadas
en los distintos ensayos mediante el paquete informéatico Multi Gauge V3.0. En todos
los tejidos analizados, la acumulacion de siRNAs fue proporcional a la carga viral (Fig.
3.12). Por este motivo y con el fin de comparar el comportamiento de los 4 aislados
de CTV en los distintos tejidos se utilizaron los valores normalizados de siRNAs que
se calcularon dividiendo la cantidad de estos por el n°® de moléculas de gRNA
detectado en el mismo extracto (Tabla 3.1).

Los valores normalizados de siRNAs en los distintos tejidos fueron variables
para los diferentes aislados de CTV (Tabla 3.1 y Fig. 3.13), indicando que las pautas
de silenciamiento de cada uno de ellos dentro de la planta podria ser ligeramente
distinta. Asi, mientras las plantas infectadas con T318A mostraron niveles similares
de siRNAs especificos en los 3 tejidos estudiados, las plantas inoculadas con el

aislado T36 mostraron niveles similares en brote y raiz y menor acumulacion relativa
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en corteza, las infectadas con T388 presentaron niveles similares en raiz y corteza y
menor acumulacion relativa en brote, y las infectadas con T385 presentaron niveles
similares en brote y corteza y menor acumulacion relativa en raiz. Al igual que en
otros huéspedes la mayor acumulacion relativa de siRNAs en distintos tejidos de NA
se observé en las plantas inoculadas con el aislado T36.

Tabla 3.1 Nivel de acumulacién y valores normalizados de los siRNAs presentes en raiz, corteza y brote de
plantas de NA inoculadas con cuatro aislados diferentes de CTV a los 2 afios p.i.

n° molec gRNA/ng siRNAs siRNas/
] RNAt (n°molec gRNA/ng RNALt)

RAIZ T318A 4,3E+04 12 2,8E-04

CORTEZA T318A 2,6E+05 36 1,4E-04

BROTE T318A 4,5E+05 70 1,6E-04

RAIZ T36 2,5E+02 21 8,6E-02

CORTEZA T36 3,3E+03 29 8,9E-03

BROTE T36 2,3E+02 40 1,8E-01

RAIZ T388 2,7E+04 25 9,1E-04

CORTEZA T388 3,2E+05 125 3,9E-04

BROTE T388 7,8E+05 10 1,3E-05

RAIZ T385 1,2E+05 20 1,6E-04

CORTEZA T385 1,8E+05 70 3,9E-04

BROTE T385 4,8E+04 25 5,2E-04

RAIZ CORTEZA BROTE
21 nt

{RNA e B T
T318A T36 T388 T385 T318A T36 T388 T385 T318A T36 T388 T385

Fig. 3.12. Hibridacién molecular tipo Northern blot de extractos enriquecidos en siRNA de raiz, corteza y
brote de plantas de naranjo amargo (NA) de semilla inoculadas con cuatro aislados diferentes de CTV
(T318A, T36, T388 y T385) a los 2 afos p.i.
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Fig. 3.13 Valores normalizados de siRNAs derivados de CTV en raiz (R), corteza (C) y brote (B) de plantas
de naranjo amargo (NA) de semilla infectadas con los aislados de CTV T318A, T36, T388 y T385 a los 2
afos p.i. Las flechas rosas indican tejidos con menor acumulacion relativa de siRNAs.
3.5 Deteccion y cuantificacion de los siRNAs derivados de CTV presentes en
corteza de naranjo amargo propagado sobre distintos patrones

Los resultados mostrados en el apartado 3.3 indicaron que existian diferencias
en la acumulacién viral en corteza de NA en funcidn del patron donde estaba injertado
y del sitio de inoculacion (patron o variedad) del aislado. Para ver si el patron y el
lugar de inoculacion de CTV también afectaban al mecanismo de silenciamiento
génico mediado por RNA vy por lo tanto a la produccion de los siRNAs, se estimo la
acumulacion normalizada de siRNAs en la corteza del NA de las combinaciones
NA/CC, NA/NA, NA*/ND y NA/ND*,

Inicialmente se evalué la influencia del patron en la produccion de siRNAs en la
corteza de NA a los 9 meses p.i. (Tabla 3.2 y Fig. 3.14). Al igual que en las plantas de
semilla de NA (Capitulo 1), no se detectaron siRNAs de T385 en ninguna de las
combinaciones variedad/patrén inoculadas, y tampoco se detectaron siRNAs de T36
en NA/NA, confirmando asi la aparente necesidad de una carga viral minima para la
deteccion de siRNAs en tejidos infectados. Por otra parte, una vez alcanzada esta
carga viral minima, el nivel de siRNAs en la copa de NA fue algo mayor en la
combinacién NA/NA que en las otras (Fig. 3.15). Una vez mas la acumulacion relativa
de siRNAs de T36 fue mayor que la de los otros aislados en las mismas

combinaciones (Fig. 3.15).
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Tabla 3.2. Nivel de acumulacién y valores normalizados de los siRNAs en corteza de plantas de NA
propagado sobre citrange Carrizo (NA/CC), naranjo amargo (NA/NA) y naranjo dulce Pineapple (NA/ND)
infectadas con los aislados de CTV T318A, T36, T388 y T385 a los 9 meses p.i.

n°® molec gRNA/ng siRNas/(n°molec gRNA/ng

siRNAs

RNAt RNAt)
NA/CC T318A 4,2E+04 25 6,0E-04
NA/CC T36 9,5E+02 26 2,7E-02
NA/CC T388 1,1E+05 30 2,7E-04
NA/CC T385 1,8E+02 -
NA/NA T318A 2,1E+04 30 1,4E-03
NA/NA T36 2,0E+01 -
NA/NA T388 2,0E+04 25 1,2E-03
NA/NA T385 6,3E+02 -
NA*/ND T318A 5,9E+05 75 1,3E-04
NA*/ND T36 1,1E+03 60 5,3E-02
NA*/ND T388 1,6E+05 25 1,6E-04
NA*/ND T385 1,8E+03 -
NA/ND* T318A 3,0E+05 15 4,9E-05
NA/ ND* 36 2,8E+03 15 5,4E-03
NA/ND* T388 3,0E+04 15 4,9E-04
NA/ND* T385 7,5E+03 -

NA*/ND, inoculadas en la variedad; NA/ND*, inoculadas en el patron

- no se detect6 en nuestras condiciones

NA/CC NA/NA NA/ND

4
44 @ .. .

N [ — el — ]

T318A T36 T388 T385 T318A T36 T388 T385 T318A T36 T388 T385

Fig. 3.14. Hibridacién molecular tipo Northern blot de extractos enriquecidos en siRNA de corteza de
naranjo amargo (NA) propagado sobre citrange Carrizo (NA/CC), naranjo amargo (NA/NA) y naranjo dulce
Pineapple (NA/ND) infectadas con los aislados de CTV T318A, T36, T388 y T385, a los 9 meses p.i.
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Fig. 3.15 Valores normalizados de los siRNAs derivados de CTV en la corteza de plantas de naranjo
amargo (NA) propagado sobre citrange Carrizo (NA/CC, naranja), naranjo amargo (NA/NA, marrén) y
naranjo dulce Pineapple (NA/ND, amarillo) infectadas con los aislados de CTV T318A (punteado azul), T36
(rojo), T388 (verde) y T385 (amarillo) a los 9 meses p.i.. Se indica con un asterisco la no deteccion de
siRNAs en nuestras condiciones.

NA/ND* NA*ND

24 nt
21 nt .

{RNA [ e ey g

T318A T36 T388 T385 T318A T36 T388 T385

Fig. 3.16. Hibridacion molecular tipo Northern blot de extractos enriquecidos en siRNA de corteza de
naranjo amargo propagado sobre naranjo dulce Pineapple (NA/ND) e inoculado con los aislados de CTV
T318A, T36, T388 y T385 en el patrén (NA/ND*) o en la variedad (NA*/ND) a los 9 meses p.i..

A continuacion se evalué en la combinacion NA/ND la influencia del sitio de
inoculacién de CTV [en el patrén (NA/ND*) o en la variedad (NA*/ND)] en la
produccién de siRNAs en la corteza del NA (Fig. 3.16).

El andlisis de los valores normalizados de siRNAs en la corteza del NA (Tabla
3.2 y Fig. 3.17) indic6 que la intensidad del silenciamiento génico mediado por RNA
varia en funcién del sitio de inoculaciéon y del aislado de CTV. Asi, la acumulacion
relativa de siRNAs en las plantas infectadas con T318A y con T36 fue mayor cuando
la inoculacion se hizo en la variedad que cuando se hizo en el patron, pese a que en

el caso de T318A la carga viral que se alcanz6é en ambas modalidades de inoculacion
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fue similar, y en el caso de T36 fue ligeramente superior en las plantas inoculadas en
el patrén. Por el contrario, en plantas inoculadas con T388 la acumulacion de siRNAs
fue mayor cuando la inoculaciéon se hizo en el patron, acompafiada de una menor
carga viral. Por ultimo, en ninguna de las plantas inoculadas con T385, en cualquiera
de las modalidades de inoculacion, se detectaron siRNAs a los 9 meses p.i.,
confirmando la necesidad de una carga viral minima para alcanzar niveles
detectables de siRNA.
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Fig. 3.17 Valores normalizados de los siRNAs presentes en los extractos de la corteza de naranjo amargo
propagado sobre naranjo dulce Pineapple donde los cuatros aislados de CTV fueron injertados en el patron
(NA/ND*, azul) o en la variedad (NA*/ND, rojo).

3.6 Frecuencia de células infectadas por el clon CTV9-GFPC3 en naranjo
amargo propagado sobre distintos patrones

La deteccion de fluorescencia verde producida por GFP en las células
infectadas por el clon CTV9-GFPC3 del genotipo T36 permitié observar la distribucion
de CTV en el tallo de NA propagado sobre distintos patrones durante el transcurso de
la infeccion. El examen de distintas secciones a lo largo del primer brote mostré la
presencia de escasas células infectadas distribuidas erraticamente, lo que explicaria
el bajo titulo viral del aislado T36 en la primera brotacion del NA (capitulo |, apartado
3.2). Una observacion pormenorizada de las secciones revel6 que en todos los casos
se observaba fluorescencia en células aisladas y nunca en las células adyacentes a
las infectadas, lo que sugiere que el movimiento célula a célula es la principal

limitacion para la infeccion sistémica de CTV en NA. La menor frecuencia de células
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infectadas se observé en la combinacién control NA/NA (Fig. 3.18), observacién que
es compatible con la menor carga viral detectada en plantas de esta combinacion

inoculadas con T36 en comparacion con las otras dos.

Fig. 3.18 Frecuencia de células infectadas en corteza de la primera brotacion de naranjo amargo
propagado sobre naranjo dulce Pineapple (NA/ND), citrange Carrizo (NA/CC) y NA (NA/NA) inoculado en la
variedad con CTV recombinante CTV9-GFP derivado del clon de T36.

Un segundo examen al microscopio de los tallos de NA infectados a los 15
meses p.i. puso de manifiesto un incremento en el nimero de células infectadas en
todas las combinaciones variedad/patrén, si bien este incremento disminuia a medida
que el tejido era mas joven (Fig. 3.19). De nuevo se observé que la infeccién afectaba
a células individuales, indicando que aunque se observa un avance de la infeccion
hacia zonas mas distales de la planta, el movimiento célula a célula parecia seguir
restringido (Fig. 3.19).

A los 15 meses p.i. también se examinoé la frecuencia de células infectadas en
la zona del injerto y proximidades (Fig. 3.20). En la combinacién NA/ND se observé
mayor nimero de células infectadas, aisladas o en grupos en el patron ND que en la
variedad NA (Fig. 3.20 A), mientras que en la combinacién NA/CC (Fig. 3.20 B) se
observé lo contrario, es decir, no se detectaron células infectadas en el patron CC y
s6lo se observaron células aisladas en la variedad NA. En la combinacion NA/NA se
observé la misma frecuencia de células infectadas en el patron y en la variedad (Fig.
3.20 C).
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A) NAIND

B} NAICC

C) NAINA

Fig. 3.19 Frecuencia de células infectadas a lo largo del tallo (1: brote viejo — 4: joven) de NA propagado
sobre A) naranjo dulce Pineapple (NA/ND), B) citrange carrizo (NA/CC) y C) naranjo amargo (NA/NA),
inoculado en la variedad con CTV recombinante CTV9-GFP derivado del clon de T36 a los 15 meses p.i.
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A) NA/ND
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Fig. 3.20 Frecuencia de células infectadas en la zona del injerto de plantas de NA propagado sobre A)
naranjo dulce Pineapple (NA/ND), B) citrange Carrizo (NA/CC) y C) naranjo amargo (NA/NA) inoculado en
la variedad con CTV recombinante CTV9-GFP derivado del clon de T36 a los 15 meses p.i. Se muestra en
el esquema los cortes realizados en la variedad (1), la linea del injerto (2) y en el patrén (3).
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4. DISCUSION

En los capitulos anteriores se obtuvieron evidencias de que el NA ofrece una
resistencia inicial a la acumulacion de algunas cepas de CTV que no seria debida al
mecanismo de silenciamiento inducido por el virus, ya que al menos la acumulacién
de siRNAs especificos no se hace patente hasta que se ha alcanzado un umbral de
carga viral. Se sabe que el aislado T36 de CTV se replica normalmente en
protoplastos de NA y de huéspedes resistentes a CTV como Poncirus trifoliata
(Albiach-Marti et al., 2004 y resultados no publicados), pero el aumento de carga viral
requiere, ademas de la replicacion en las células infectadas, el movimiento célula a
célula y a larga distancia. Para conocer mejor el tipo de limitaciones que pone el NA a
la invasioén sistémica de CTV, en este capitulo examinamos la distribucién de distintos
aislados del virus en plantas de NA de semilla 0 propagadas en un patron resistente o
susceptible y analizamos la carga viral y la acumulacion de siRNAs derivados de CTV
en distintas partes de la planta.

La deteccion seroldgica de CTV en improntas de distintos tejidos de NA a los 9
meses p.i. mostré que, mientras el aislado T388 presentaba una distribucion
generalizada en toda la planta, los aislados T318A y T36 presentaban una
distribucién consistente en el tallo e irregular en las hojas, y el aislado T385 no se
detectd en ninguno de los tejidos analizados. Estos datos confirman una resistencia
diferencial del NA a los distintos genotipos de CTV que se manifiesta como una
restriccion del movimiento célula a célula en el caso de los aislados T318A y T36, y
una limitacién de los movimientos célula a célula y a larga distancia del aislado T385.
Por el contrario, el andlisis de las improntas realizadas a los 3.5 afios p.i. mostré una
distribucién generalizada de todos los aislados de CTV en la planta, en sintonia con
los andlisis de la carga viral efectuados en el Capitulo I, en los que se observé una
rdpida acumulacién de T388, una acumulacién lenta de T385, y una situacion
intermedia para T318A 'y T36.

El andlisis de la carga viral mediante g-RT-PCR en la primera brotacién mostré
de nuevo mayor acumulacion viral del aislado T388, seguido de T318A, y luego de
los aislados T36 y T385, como ya se habia visto en el Capitulo I. Asimismo, se
detecté menor acumulacion viral en hoja que en corteza, lo que reflejaria, por una
parte, la menor proporcién de tejido floematico en las hojas, y por otra, una posible

limitacion inicial del movimiento célula a célula y de la salida del virus del floema del

119



CAPITULO Il

tallo hacia las hojas. Los analisis de la carga viral en raiz, corteza y brote de NA de
semilla a los 2 afios p.i. (momento donde se alcanza un titulo viral en corteza préximo
al méximo, ver Capitulo 1) revel6 que la pauta de acumulacién de CTV en los distintos
tejidos analizados era similar para todos los aislados: la menor carga viral se observo
en raiz, mientras que en brote y corteza el titulo viral alcanzado era similar, excepto
para T36 que mostré en brote una carga viral menor que en corteza, sugiriendo una
posible limitacién de este aislado en el movimiento a zonas mas distales o un
silenciamiento mas intenso en el brote joven. También resulté llamativo que el aislado
T385, que habia mostrado una acumulacién viral en corteza mas lenta que los demas
(ver Capitulo 1), alcanzase en raiz la carga viral mas elevada, lo que podria ser debido
a que este érgano sirviese de reservorio viral para este genotipo especifico. Gafny et
al., (1995) estudiaron mediante ELISA la distribucion y movimiento de CTV en NA y
observaron que existia un retraso entre la inoculacion y el movimiento del virus fuera
de la zona de injerto y su entrada en el sistema vascular. El patron de movimiento de
los distintos aislados de CTV era el mismo: un movimiento inicial a las zonas basales
y raiz, seguido de un movimiento mas tardio a las zonas altas de la planta, si bien los
aislados de CTV se diferenciaban en la velocidad de este movimiento.

Para examinar la posible influencia de los patrones con distinta sensibilidad a
CTV en la acumulacion viral en la copa de NA y la posibilidad de que la raiz pudiese
actuar como reservorio viral para T385, se analizé la carga viral en plantas de NA
propagadas sobre el patron resistente CC, el patrdn tolerante ND o sobre NA. Estos
analisis mostraron la presencia de todos los aislados de CTV en raiz a las 3 semanas
p.i y un incremento en el titulo viral a las 6 semanas p.i., variable segun el patron y el
aislado de CTV, siendo éste mas acentuado en el patron tolerante ND que en el
resistente CC o en NA. La deteccion tan temprana de CTV en raiz sugiere, en
concordancia con las observaciones de Gafny et al., (1995), que una vez el virus
alcanza el sistema vascular de la planta, el movimiento inicial del mismo es hacia la
raiz, desde donde pasaria posteriormente a la copa. La acumulacion viral en la
corteza de NA varié segun el patron y el aislado de CTV. Para los aislados T318A,
T36 y T388 la carga viral en el NA fue mayor en las plantas propagadas sobre CC o
ND que en las propagadas sobre NA, mientras que el comportamiento de T385 fue
diferente y presentd la carga viral mas alta en las plantas propagadas sobre ND,

seguidas de las propagadas sobre NA. Mas alin, cuando se comparo la carga viral en
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NA a los 9 meses p.i. con la detectada en la raiz a las 6 semanas p.i. se observaron
dos peculiaridades en el aislado T385: i) este aislado fue el Unico que presentaba
menos carga viral en la copa que en la raiz, lo que es coherente con la acumulacién
mas lenta de este aislado en NA, observada en el Capitulo I, y ii) T385 fue también el
Unico aislado en el que el titulo viral en la copa aparecia asociado con el observado
previamente en la raiz. Estos datos apoyan la idea de que, para el genotipo T385, la
raiz podria actuar como reservorio viral para la invasion del NA.

En la combinacién NA/ND la acumulacién viral también vario en funcion del sitio
de inoculacion (en el patron o en la variedad) y del aislado. La carga viral en raiz a las
6 semanas p.i. siempre fue superior cuando CTV se inoculé en el patrén que cuando
se hizo en la variedad, lo que sugiere que la replicacion y movimiento del virus en el
ND, al menos durante este periodo, ocurre mas rapidamente que a partir de la copa
de NA. Dado que la distancia de los puntos de inoculacion en una y otra modalidad es
de pocos centimetros, la diferencia observada apoya la idea de una limitacién para el
movimiento de CTV célula a célula en el NA. Por otro lado, el titulo viral alcanzado por
los aislados T318A y T388 en la copa de NA fue mayor cuando la inoculacién se hizo
en la variedad, mientras que el de los aislados T36 y T385 fue mayor cuando se hizo
en el patrén, coincidiendo con una mayor acumulacion viral en la raiz. Estos
resultados apoyarian el papel de la raiz como reservorio viral para el aislado T385 y
sugieren que la acumulacién de otros genotipos en NA es menos dependiente de lo
que ocurre en la raiz. La raiz como reservorio viral se ha descrito para otros virus
como el virus del cribado del melén (Melon necrotic spot virus, MNSV), cuya elevada
acumulacion viral en raiz va acompafiada de una alta tasa de replicacion en la misma
(Gosélvez et al., 2003, 2008). El elevado titulo viral de MNSV en este tejido parece
ser ventajoso para su transmision por Olpidium radicale, un hongo que parasita las
raices (Furuki, 1981). Una elevada carga viral en raiz se ha observado también en
virus transmitidos por nematodos (MacFarlane y Popovich, 2000; Ploeg et al., 1996).
Estas observaciones sugieren que los mecanismos de defensa en la raiz
probablemente varian en intensidad dependiendo de la interaccion virus/huésped.

La acumulacion viral en distintos tejidos una vez establecida la infeccién esta
limitada por el mecanismo de silenciamiento que ejerce la planta sobre el RNA viral.
El transporte de la sefial del silenciamiento génico mediado por RNA utiliza la misma

ruta intercelular que usan los virus para su movimiento célula a célula y a larga
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distancia (Voinnet et al., 1998; Carrington et al., 2001), es decir, a través de los
plasmodesmos para el primero y a través de los vasos del floema para el segundo
(Voinnet et al., 1998). El silenciamiento a corta distancia se relaciona con los siRNAs
de 21 nt (Dunoyer et al.,, 2005), mientras que en el de larga distancia también
participan los siRNAs de 24 nt (MacDiarmid, 2005). Puesto que el movimiento y
acumulacion de algunos aislados de CTV en NA es relativamente lento y la deteccion
de siRNAs necesita una carga viral minima, los analisis de deteccion y cuantificacion
de siRNAs en los distintos tejidos de NA se realizaron a los 2 afios p.i. Los valores
normalizados de siRNAs para el aislado T318A eran similares en raiz, brote joven y
corteza, para el aislado T36 eran similares en brote y raiz pero, mas bajo en corteza,
para T388 era mas bajo en brote que en corteza y raiz y, finalmente, para T385 el
nivel mas bajo de siRNAs se daba en raiz, siendo éste el Unico aislado en el que el
nivel de silenciamiento en raiz fue mas bajo que en brote y corteza. Estos datos
sugieren que las pautas de silenciamiento viral en distintos tejidos de NA varian con
los aislados. Los valores méas altos de siRNAs en las plantas infectadas con T36 en
comparacién con los otros aislados son coherentes con su menor carga viral en todos
los tejidos, y su menor nivel de siRNAs en corteza justificaria en parte la mayor
acumulacion viral que muestra en este tejido en comparacion con la raiz y el brote. A
su vez, el menor nivel de siRNAs en la raiz de las plantas infectadas con T385 en
comparacién con los demas aislados es concordante con su mayor carga viral relativa
en este drgano y apoyaria la idea de que la raiz de NA sirve como reservorio viral
para este genotipo.

Para ver si la propagacion del NA en un patrén resistente a CTV 0 en uno
susceptible también afectaban la intensidad del silenciamiento en la copa de NA, se
estimé la acumulacién de siRNAs de CTV en las combinaciones NA/CC, NA/ND y
NA/NA a los 9 meses p.i. En ninguna de las combinaciones inoculadas con el aislado
T385 se detectd la presencia de siRNAs, lo que es coherente con la baja carga viral
de este aislado en todas ellas. Estos resultados vienen a confirmar que la
acumulacion de T385 en la corteza de NA es particularmente lenta, que esta
resistencia inicial a la invasion no es producida por una reaccién de silenciamiento del
NA, y que es necesaria una carga viral minima para que la produccion de siRNAs sea
detectable. Tampoco se detectaron siRNAs en NA/NA inoculado con T36, en

consonancia con la baja carga viral que presenta esta combinacion variedad/patron
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en comparacién con las otras dos, lo que sugiere una acumulacién viral mas lenta en
la misma. En las plantas inoculadas con T318A o T388, que a los 9 meses p.i. habian
alcanzado una carga viral mas alta que T36 o T385, se detectaron siRNAs de CTV en
las tres combinaciones, siendo el nivel de silenciamiento de ambos aislados mas alto
en NA/NA que en NA/CC o NA/ND, lo que resulta coherente con la menor carga viral
de estos aislados en NA/NA.

Por dltimo, durante la realizacién de este trabajo de tesis se obtuvo en el
laboratorio del Dr. W.O. Dawson (University of Florida, C.R.E.C., Lake Alfred) un clon
infeccioso de CTV (CTV9-GFP-C3), que lleva insertado el gen gfp y por tanto produce
fluorescencia verde en las células donde se replica (Folimonova et al., 2008;
Satyanarayana et al., 2008). Este clon se utiliz6 para examinar la frecuencia de
células infectadas en las combinaciones NA/CC, NA/ND y NA/NA. En la primera
brotacion se observé que el nimero de células infectadas era muy bajo en todas las
combinaciones, particularmente en la combinacion NA/NA, y que éstas aparecian
siempre aisladas, indicando que el movimiento célula a célula era nulo o muy limitado.
También el movimiento a larga distancia o la salida de los tubos cribosos, parecia
estar limitados ya que la distribucion de las células infectabas era muy erratica a lo
largo del tallo. Estas observaciones coinciden con las efectuadas por Folimonova et
al., (2008) en plantas infectadas de CM y NA. Nuestra observacion de las mismas
plantas al cabo de 15 meses p.i. mostr6 mayor nimero de células infectadas que en
la primera brotacion, si bien la infeccién seguia afectando solo a células aisladas, lo
que indicaba que el movimiento a larga distancia o la salida de los tubos cribosos era
muy paulatina y que el movimiento célula a célula seguia siendo nulo o muy limitado.
Por otra parte, la frecuencia de células infectadas a lo largo del tallo disminuia a
medida que nos acercabamos al brote joven, lo que es coherente con la menor
acumulacion viral y la mayor intensidad del silenciamiento viral observados en brotes
para T36. El examen de las zonas contiguas a la linea de injerto puso de manifiesto
pautas de distribucién diferente en las tres combinaciones. Mientras en la
combinacion NA/NA la frecuencia y distribucion de las células infectadas fue similar
en el patron y en la variedad, en la combinacion NA/ND la frecuencia de células
infectadas era mayor en el patrén y en éste se observaban grupos de células
infectadas, como seria de esperar en una especie susceptible en la que CTV se

replica y se mueve sin restricciones. Por el contrario, en la combinacion NA/CC sélo
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se detectaron células infectadas en la variedad, lo que sugiere que la pequefia
cantidad de virus detectada en la raiz mediante q-RT-PCR debe estar
mayoritariamente en los tubos cribosos pero no sale, o lo hace en una proporcién
minima a células acompafiantes. Esta observaciéon apoya la idea de que la resistencia
a CTV de Poncirus trifoliata y algunos de sus hibridos se debe a una limitacion
drastica del movimiento célula a célula, ya que los protoplastos de esta especie
replican normalmente el genotipo T36 (Albiach-Marti et al., 2004).

Los virus de plantas se mueven célula a célula a través de los plasmodesmos y
a zonas mas lejanas de la planta a través del sistema vascular del floema,
asegurando asi la infeccion sistémica de todo el huésped (Hull, 1991; Séron y Haenni,
1996; Boevink y Oparka, 2005). Generalmente, los virus de plantas codifican
proteinas no estructurales necesarias para el movimiento, que tienen la capacidad de
aumentar el diametro de los plasmodesmos y permitir asi el movimiento célula a
célula del virus (Hull, 1991; Boevink y Oparka, 2005). Las estrategias desarrolladas
para este movimiento son muy variadas y estan estrechamente relacionadas con los
sistemas de transporte enddgenos del propio huésped (Boevink y Oparka, 2005). De
esta manera, la interaccion de los factores propios del huésped con las proteinas del
movimiento del virus es una etapa critica para la infeccion sistémica (Boevink y
Oparka, 2005) y explica que haya huéspedes que pueden ser infectados por muchos
virus y otros por sélo unos pocos (Hull, 1991). La(s) proteina(s) de movimiento de
CTV no estan identificadas pero en experimentos con clones defectivos de CTV se
observl que los genes p6 y p20 eran imprescindibles para la infeccion sistémica,
mientras que los genes p33, p18 y p13 no lo eran para la invasiéon de CM y LM , pero
si para el movimiento del virus en NA y pomelo (Tatineni et al., 2008, Tatineni y
Dawson, comunicacién personal). El requerimiento de p33, pl8 y pl3 para la
infeccidn sistémica de NA, pero no para la de LM o CM sugiere interacciones de CTV
con factores criticos del huésped diferentes para ambos grupos de huéspedes. La
participacion de tres proteinas virales diferentes en estas interacciones y las
diferencias de secuencia observadas entre T36, T385 y T388 o T318A (Ruiz-Ruiz et
al., 2006; Martin et al., 2009) explicarian en parte las distintas pautas de distribucion y
acumulacion viral observadas segun el aislado y el huésped.

En resumen, los resultados obtenidos en este capitulo indican que el NA

presenta una limitacion al movimiento viral de CTV, tanto célula a célula como a larga
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distancia, que retrasa la invasion sistémica y la acumulacioén viral en la copa de forma
diferencial segun los genotipos. El movimiento inicial del virus parece ser hacia la
raiz, ya que puede detectarse en ésta a las 3 semanas p.i., incluso cuando el NA esta
propagado sobre un patrdn resistente que impide el movimiento célula a célula de
CTV, como es el CC. La raiz afecta la posterior acumulacion en la copa de forma
variable segun los aislados, lo que podria tener relacién con la acumulacién viral en
este 6rgano y con la sefial de silenciamiento que se produciria en el mismo y se
desplazaria a la copa. Asi, mientras la acumulacién de algunos aislados en la copa es
independiente de la carga viral previa en la raiz, la del aislado T385 aparece asociada
a la misma y parece mas lenta que la de otros aislados, lo que sugiere que para este
genotipo la raiz actuaria como reservorio viral. El silenciamiento de CTV en NA,
estimado por la acumulacion relativa de siRNAs especificos, requiere una carga viral
minima y por tanto no parece la causa primaria de la limitacion del movimiento viral.
La intensidad del silenciamiento en los distintos 6rganos de la planta varia con los
aislados de CTV, siendo igual 0 mayor en raiz que en corteza o brote para todos los
aislados excepto T385, lo que apoyaria el papel de la raiz como reservorio viral para
este aislado. La raiz puede afectar el nivel de silenciamiento en la copa y afectar asi
la acumulacion de CTV, como se observo con los aislados T388 y T318A, que
presentaron mayor silenciamiento y menor carga viral en la copa cuando estaban

propagados sobre NA que cuando estaban propagados en CC o ND.
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CAPITULO IV

CAPITULO IV. CAMBIOS EN EL TRANSCRIPTOMA DE NARANJO AMARGO
TRAS LA INFECCION CON DOS AISLADOS DE CTV

1. INTRODUCCION

La infeccion sistémica de la planta por parte del virus requiere modificaciones
en las células del huésped que faciliten la utilizacion de la maquinaria celular y de
transporte por parte del virus. Estas modificaciones incluyen la induccion de los
factores del huésped necesarios para la replicacién y movimiento viral, asi como la
represion de la respuesta de defensa de la planta. Todas estas modificaciones van
asociadas a cambios en la expresién del genoma del huésped. La tecnologia de las
micromatrices de cDNA proporciona un método sensible y fiable para evaluar los
efectos de la infeccion viral en la expresion de los genes del huésped (Whitham et al.,
2003). Esta tecnologia facilita el analisis del transcriptoma de la planta infectada en
comparacion con el de una planta sana y permite detectar los genes con expresion
modificada y por tanto, directa o indirectamente, implicados en la interaccion virus-
planta durante el proceso de infeccion.

Gandia et al., (2007) estudiaron la respuesta transcripcional de lima Mexicana
(LM) a la infeccién por un aislado virulento y otro no virulento de CTV y concluyeron
gue solo el primero inducia cambios significativos en la expresion génica. Esta
reaccion diferencial de LM frente a dos aislados de CTV con distinta virulencia podria
ser debida, en parte, a una interferencia mas amplia de las proteinas codificadas por
el aislado virulento en los procesos de desarrollo del huésped. Los genes
relacionados con la defensa y respuesta de la planta al estrés constituian la principal
categoria funcional cuya expresion aparecia modificada tras la infeccidon. Sin
embargo, casi un 50% de los genes inducidos por ésta no mostraban similitud
significativa con otras secuencias disponibles en las bases de datos, lo que sugiere
que la interaccién CTV-citricos podria ser altamente especifica. El tamafio inusual del
genoma de CTV, con capacidad para codificar al menos 17 proteinas (Karasev et al.,
1995), tres de ellas supresoras del silenciamiento (Lu et al., 2004), y su estrecha
relacién con los citricos (de forma natural el virus esta restringido al floema de unos
cuantos géneros de las rutdceas) apoyarian una interaccion particularmente

sofisticada e incluso la co-evolucién del virus y el huésped (Gandia et al., 2007).
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En los capitulos anteriores se ha observado que la interaccién de CTV con el
naranjo amargo (NA) es distinta a la observada en el caso de LM y otros huéspedes
citricos. Igualmente se ha observado un comportamiento diferente entre los aislados
de CTV en cuanto a sus pautas de acumulacion viral, la produccion de siRNAs en NA
y la capacidad para inducir sintomas en este huésped. En este capitulo se utilizé la
hibridacibn con micromatrices de cDNA para analizar a nivel transcriptémico la
respuesta del NA a la infeccion por dos aislados de CTV: uno inductor del sindrome
de seedling yellows (SY) (T318A) y otro asintomatico (T385). De este modo, los

objetivos de este capitulo son:

= Analizar los cambios de expresion génica en el transcriptoma de NA asociados
a la infeccibn por un aislado de CTV inductor de SY (T318A) y otro
asintomatico (T385).

» Comparar los perfiles de expresidn génica al comienzo de la infeccidn antes de

la aparicién del sindrome de SY vy tras la aparicion de SY.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal y aislados de CTV

Para este estudio se utilizaron tres tipos de materiales: (i) una mezcla de hojas
jévenes totalmente expandidas de plantas de NA inoculadas con el aislado T318A y
muestreadas antes de la aparicion del sindrome de SY (2 meses p.i., pre-SY), (ii) una
mezcla de hojas sintométicas de plantas similares muestreadas tras la aparicion de
SY (4 meses p.i., SY), y (iii) una mezcla de hojas jovenes totalmente expandidas de
plantas de NA inoculado con el aislado T385 (y por tanto asintomaticas), tomadas a
los 4 meses p.i. (Fig. 4.1). La inoculacién de las plantas de NA se realizé siguiendo la
metodologia descrita en el Capitulo |, apartado 2.1. Como control se utilizé una

mezcla de hojas jévenes totalmente expandidas de 4 plantas de NA sin inocular.
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Fig. 4.1 Sintomatologia inducida en plantas de naranjo amargo a los 4 meses p.i. por (A) el aislado T318A:
sindrome de SY caracterizado por clorosis de la nueva brotacién y enanismo, o por (B) el aislado T385 el
cual no induce ninguna sintomatologia.

2.2 Disefio experimental

En el proceso de hibridacion de las micromatrices, los mRNAs de la planta
infectada y de la planta sana se marcan con dos fluoréforos diferentes (CY3 y CY5),
pero se ha observado que algunos mRNAs se unen a ambos fluoréforos con distinta
eficiencia (Dobbin et al., 2003). Para evitar errores derivados de este efecto se utilizé
un disefio Dye-Swap, en el que se marcaron los mRNAs de cada planta con un
fluoréforo diferente en cada hibridacion. Para cada comparacion se analizaron 4
réplicas biolégicas (plantas diferentes), por lo que se utilizaron en total 12
micromatrices, en la mitad de las réplicas las muestras problema iban marcadas con
Cy3 y el control negativo con Cy5, y en la otra mitad se realiz6 el marcaje contrario
(Fig. 4.2).

En primer lugar se comparé la expresion diferencial de los genes de cada uno
de los tratamientos (hojas de NA inoculado con el aislado T385, hojas de NA
inoculado con el aislado T318A pre-SY y hojas de plantas similares con SY) con el
control sano. El hecho de hibridar cada muestra problema con la misma muestra
control (Dardichk, 2007) permitié posteriormente la comparacion de los genes que se
expresaban diferencialmente en plantas inoculadas con T318A antes y después de la

aparicion del sindrome de SY (Fig. 4.2).
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Fig. 4.2 Esquema de las comparaciones efectuadas para analizar los efectos de CTV en el transcriptoma
de naranjo amargo.

2.3 Preparacion de muestras de cDNA marcadas

2.3.1 Extraccion del RNA
La extraccion de RNA total a partir de hojas de NA se hizo siguiendo la

metodologia descrita por Ancillo et al., (2007) (Ver Capitulo 1, apartado 2.3.1).

2.3.2 Marcaje del cDNA

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 30 ug de RNAt, tratado 10 min a 70°C
para relajar la estructura secundaria, usando 400U de la retrotranscriptasa
SuperScript Il (Invitrogen), 334 uM de aa-dUTP (5-(3-aminoalil)-2’-deoxi-UTP), 6 uM
oligo(dT), 500 uM dATP, dCTP, dGTP, 166 uM dTTP y 10 uM DTT en un volumen
final de 30 pl. La reaccién tuvo lugar a 42°C durante 5 h y posteriormente las
muestras se incubaron con 250 uM NaOH y 125 uM EDTA durante 15 min a 65°C y
se neutralizaron con 250 uM HCI. ElI cDNA se purificd con el estuche comercial
Qiagen PCR Purification Kit segin las indicaciones del fabricante y se resuspendié

con 10 ul NaHCO3 100 uM, pH 9. El acoplamiento de los fluoréforos se llevo a cabo
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durante 1 h a temperatura ambiente y en la oscuridad con los fluoréforos Cy3 o Cy5
(GE Healthcare) y posteriormente el cDNA marcado se purific6 nuevamente con el
mismo estuche comercial.

La calidad del cDNA marcado se evalu6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% y tampon TAE 1x (40mM Tris-acetato pH 8.3, 1mM EDTA). Para ello,
el cDNA marcado se resuspendié en 10 ul de agua destilada estéril y una alicuota
(1/10) se cargd en el gel junto a 5 pl de glicerol al 15%. Tras la electroforesis el gel se
coloc6 sobre un portaobjetos de vidrio, se deshidratdé y se escaned utilizando el
escaner GenePix 4000B y el programa asociado GenePix Pro 6.0 (Axon Molecular

Devices).

2.4 Hibridacion de las micromatrices

En estos experimentos se utilizé la micromatriz de cDNA de citricos generada
en el marco del proyecto CFGP, formada por 85.965 clones que corresponden a
21.081 unigenes de citricos (Martinez-Godoy et al., 2008).

La hibridacion de las micromatrices se realiz6 de forma manual utilizando
camaras de hibridacion (Olympus). En primer lugar se prehibridaron los portas en una
solucién de 3 x SSC, 0.1 % SDS y 0.1 mg/ml de BSA durante una hora a 42°C, tras la
cual se lavaron 2 veces durante 5 min con 0.1 x SSC y una ultima con agua destilada.
Tras secar los portas por centrifugacion a 500 g durante 5 min la hibridacion se
realizo con 100 pl de solucién de hibridacion [50 % formamida, 5 x SSC, 0.1 % SDS,
1% solucién Denhardt (2% (p/v) BSA, 2% (p/v) Ficoll y 2% (p/v) PVP)] conteniendo las
sondas (cDNA marcado) previamente desnaturalizadas a 95°C durante 1 min. Las
camaras bien cerradas se sumergieron en un bafio a 42°C durante 16 horas y a
continuacion los portas se lavaron con agitacion dos veces en 2 x SSC y 0.1 % de
SDS durante 5 min a 42°C y a 25-28°C, respectivamente, dos veces en 0.1 x SSC y
0.1 % de SDS durante 5 min a temperatura ambiente, seis veces en 0.1 x SSC
durante 5 min a temperatura ambiente, y una vez en 0.01 x SSC durante 10 s, y se

secaron por centrifugacién durante 5 min a 600 g.

2.5 Obtencion de los datos de las micromatrices
Las micromatrices se escanearon utilizando un escaner GenePix 4000B y para

cada micromatriz se captaron las imagenes de cada fluoroforo por separado,
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escaneando a 532 nm (Cy3) y 635 nm (Cy5), a una resolucion de 10 um y una
potencia de laser del 100%. El programa GenePix Pro 6.0 permitié realizar un ajuste
automatico de los valores de ganancia del tubo fotomultiplicador (PMT) una vez fijada
la proporcion de pixels saturados. La intensidad de cada punto se cuantificé utilizando
este paquete informéatico y la extraccién de los datos de cada punto se realiz6 usando
una gradilla predefinida, generada durante el proceso de impresion de la micromatriz
y organizada en bloques que contenia entre otros campos la informacién referente a
la posicion de cada punta, su identificador y su descripcion. Los puntos de mala
calidad (con particulas de polvo, morfologia irregular, rayas o0 manchas de tampoén,
sin hibridacién o situados en areas con elevado fondo local) o aquellos con valores de
intensidad menores que dos veces el fondo local en los dos canales fueron
eliminados. El valor de intensidad de cada canal para cada punto y para el fondo local
se determiné como la mediana de la intensidad de los pixeles dentro del circulo que
incluia el punto (mediana F635 y mediana F532) y de los pixeles alrededor del mismo
(mediana B635 y mediana B532), respectivamente. En cada punto se calculé el
cociente de las intensidades entre Cy5 y Cy3 tras la sustraccion de las respectivas
intensidades del fondo local de cada canal:

(Mediana F635-Mediana B635)
Cociente de expresion = (Mediana F532- Mediana B532)

El cociente de expresion se transformoé en el valor M (logaritmo en base dos del
cociente de expresion), que da una idea de la intensidad de expresion de cada gen en
la planta inoculada en comparacion con la planta control. Los datos de GenePix Pro
6.0 se normalizaron aplicando el método de regresion lineal local y se importaron al
paguete informatico de analisis de micromatrices Limma (Lineal Model for Microarrays
Data) para su pre-procesamiento, visualizacion y andlisis estadistico.

Se identificaron las categorias funcionales expresadas diferencialmente
mediante el programa informético FatiScan (Al-Shahrour et al., 2007), que permite
observar el comportamiento de los bloques de genes relacionados funcionalmente en
lugar de centrarse en los genes individuales. A partir de una lista de genes ordenados
por su intensidad de expresion relativa, FatiScan detecta categorias funcionales en
las que los genes que la integran estan distribuidos asimétricamente en la lista.
Cuando no existe ninguna razén biolégica que altere dicha distribucion, los genes de

cada categoria deberian distribuirse simétricamente en la lista.
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2.6 Validacion de los datos de expresion de las micromatrices mediante RT-PCR
cuantitativa a tiempo real

Se seleccionaron cuatro de los genes expresados diferencialmente en alguno
de los tratamientos analizados para validar su expresion mediante q-RT-PCR. Los
cebadores se disefiaron sobre la secuencia disponible en la base de datos del CFGP
(Tabla 4.1) utilizando el programa Probe Design 2 (Light Cycler, Roche) y la reaccién
se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el capitulo |, apartado 2.3. Para
cuantificar la expresion de cada gen en las muestras problema en relacién con la
planta control, se construyo una recta de calibracion utilizando diluciones seriadas de
un producto de RT-PCR de dicho gen y midiendo la fluorescencia producida en un
analisis de g-RT-PCR. La fluorescencia obtenida en las muestras problema y control

se compararon mediante esta recta de calibracién.

Tabla 4.1 Cebadores utilizados para cuantificar la expresion relativa de los genes seleccionados mediante
g-RT-PCR con el fin de validar los resultados de los experimentos con micromatrices.

CEBADOR secuencia nucleotidica (5" — 3')
peroxidasa — F 5'- GAGCTTTGGTATGAGGAACT -3
peroxidasa — R 5'- ATTGTGATCTGGGAGATAGTG -3’
metalotionina— F  5- AGCTCAATCAACATGTCGGA -3’
metalotionina— R 5- GCTGCATGTGTTTGCTTAT -3’

glicosil - F 5-CAAATGGGGACGTTCAGTTT-3’
glicosil - R 5-AGTGCAAGAGCTCCCAGTGT-3
xiloglucan — F 5-ACCTCTGGTTTGACCCTCT-3’
xiloglucan — R 5- GGTCTTTGGGGAAGGAACTC -3’

2.7 Tincién histologica
Para observar posibles alteraciones histologicas en la corteza de las plantas de

NA infectada con el aislado T318A antes y después de la expresién del sindrome de
SY se siguio la metodologia general descrita por Jensen (1962). Segmentos de tallo
de NA sano o inoculado con T318A, en la etapa pre-SY o en la etapa SY (50 mm) se
fijaron en FAA (solucién de formol, acido acético glacial, alcohol) durante 5 dias, se
deshidrataron empleando una serie creciente de alcoholes etilico y ter-butilico (TBA)
TBA 50 (50% agua, 40% alcohol etilico y 10% de TBA), TBA 70 (30% agua, 50%
alcohol etilico y 20% de TBA), TBA 85 (15% agua, 50% alcohol etilico y 35% de TBA),
TBA 95 (45% alcohol etilico y 55% de TBA) y TBA 100 (6-24 h en cada solucién a
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28°C), posteriormente se incluyeron en bloques de parafina y se cortaron en
secciones transversales de 10 um de espesor con la ayuda de un microtomo de
rotacion (Jung, modelo 1130). Las secciones se montaron en portaobjetos con el
adhesivo de Haupt y se tifieron con el método del acido peryédico-Schiff para
carbohidratos (Jensen, 1962). Los cubreobjetos se montaron con balsamo de Canada
y las preparaciones se dejaron secar durante dos dias en placa caliente a 55°C. Las
observaciones se realizaron en un microscopio Leica (Leitz-Orthoplan) equipado con

una camara fotogréfica Leica DFC 490.

3. RESULTADOS

El algoritmo matematico utilizado por Limma para analizar las micromatrices no
identificd6 genes con expresién significativamente alterada en las plantas de NA
inoculadas con T385 o T318A (pre-SY o SY) en comparacion con las plantas sanas.
Por este motivo se procedié a realizar un analisis FatiScan (Al-Shahrour, et al., 2007)
que permitié identificar las categorias funcionales expresadas diferencialmente en las
plantas inoculadas. En primer lugar, para cada condiciéon se elabor6 un listado de
genes ordenados de mayor a menor expresion en la muestra problema en
comparacion con el control. A continuacion, el andlisis FatiScan permitié agrupar
estos genes en categorias funcionales e identificar cuales de ellas estaban sobre-
expresadas o reprimidas. El hecho de que en una condicion se obtenga mayor
nimero de categorias funcionales diferencialmente expresadas que en otra, no
significa que la primera presente un mayor nuimero de genes diferencialmente
expresados, sino que muchos de los genes expresados se pueden agrupar en las
mismas categorias funcionales, y por tanto éstas estan diferencialmente expresadas
en comparacion con el control (Fig. 4.3).
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CONDICION A CONDICION B

GENES CATEGORIAS GENES CATEGORIAS
FUNCIONALES FUNCIONALES

MAX
EXPRE SION

MiN
EXPRE SION

Fig.4.3 Esquema del funcionamiento del programa informatico FatiScan: listado ordenado de genes
inducidos y reprimidos en la condicién problema en comparacion con el control. El color del gen indica la
categoria funcional a la que pertenece. Las categorias funcionales con un mayor nimero de genes sobre-
expresados o reprimidos se considera que presentan una expresion diferencial.

3.1 Cambios en el transcriptoma de naranjo amargo tras la infeccion con el
aislado asintomético T385

En las plantas de NA inoculadas con el aislado asintomatico T385, a los 4
meses p.i. se determinaron veinticuatro categorias funcionales sobre-expresadas y
seis categorias reprimidas (Fig. 4.4). Estas categorias funcionales se podian agrupar
como se indica en la tabla 4.2.

Dentro de las categorias funcionales asociadas con la fotosintesis observamos
cuatro genes inducidos que codifican para proteinas de la familia de unién a clorofilas
AyB(M=158 M =159, M = 143, M = 1.41), que son constituyentes de los
complejos captadores de luz, y tres genes tipo apoproteina Al del Fotosistema P700
(M =155 M =1.32, M = 1.16) que actian como donantes de electrones. Relacionado
también con la fotosintesis, el metabolismo de los azucares se encuentra inducido
en las hojas de NA inoculado con el aislado T385. Dentro de la categoria funcional de

la glicélisis encontramos sobre-expresados los genes que codifican la gliceraldehido-
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3-fosfato deshidrogenasa (M = 2.04) y la malato deshidrogenasa (M = 1.89), y en la
de la ruta de reduccioén de las pentosas fosfato se hallan inducidos los genes de la
transcetolasa (M = 1.63) y el precursor de la sedoheptulosa-1,7-bis fosfatasa (M =
2.38), enzima del ciclo de Calvin cuya sobre-expresién estimula la fotosintesis

(Lefebvre, et al., 2005).
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Fig. 4.4 Categorias funcionales diferencialmente expresadas en plantas de naranjo amargo infectadas con
el aislado T385 en comparacién con las plantas control a los 4 meses p.i. El andlisis se efectu6 mediante
el programa informéatico FatiScan. En rojo se muestran las categorias funcionales sobre-expresadas y en

azul las reprimidas.
Dentro de las categorias funcionales relacionadas con la pared celular se
encuentran sobre-expresados genes de proteinas que participan en la biosintesis de
la pared celular como la familia de xiloglucan endotransglicosilasas (M = 3.58 hasta
M = 1.1), las proteinas tipo 19-1-5 inducidas por siringdlido (M = 2.92, M = 5.54), o
genes que codifican para proteinas multifuncionales como las proteinas tipo germina

(M = 1.35). Finalmente, entre las categorias funcionales relacionadas con la
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respuesta al estrés que se hallan inducidas, la mas interesante para nuestro estudio
es la relacionada con el estrés oxidativo, ya que ésta se activa como respuesta
directa a la infeccién viral. Los genes mas destacados en esta categoria son los que
codifican para las proteinas tipo peroxidasas (M = 2.55, M = 1.42), tript6fano sintasas
(M = 2,49), alil-alcohol deshidrogenasas (M = 1.93, M = 1.69, M = 1.11) y
calreticulinas (M =1.17, M = 1.10).

Por otro lado, las categorias funcionales relacionadas con el citoesqueleto vy el
transporte en general se encuentran reprimidas. Genes que codifican proteinas
constituyentes del complejo de la tubulina (alfa y beta tubulina) se encuentran
ligeramente reprimidos, al igual que los que codifican proteinas relacionadas con el

transporte en general como es el caso de la familia de las copinas (M = - 1.11).

Tabla 4.2 Agrupacion de las categorias funcionales diferencialmente expresadas en plantas de naranjo
amargo inoculadas con el aislado T385 de CTV

CATEGORIAS FUNCIONALES SOBRE- CATEGORIAS FUNCIONALES REPRIMIDAS EN
EXPRESADAS EN LAS PLANTAS INOCULADAS LAS PLANTAS INOCULADAS CON EL AISLADO
CON EL AISLADO T385: T385:
Glicolisis Polimerizacién microtubulos
Ciclo reductor de la pentosa fosfato Complejo tubulina
Fotosintesis, captacion de la luz Transporte
Proteinas de enlace a croméforos Actividad de transporte
Membrana interna del cloroplasto
Membrana tilacoidal del cloroplasto Unién a nucleétidos

Fotosintesis

Fotosistema |

Fotosistema |l

Actividad plastoquinol/plastocianina

Cloroplasto

Pared celular

Procesos del metabolismo de los glucanos

Actividad xiloglucan-xiloglucosil transferasa

Apoplasto

Biogénesis de la pared celular

Desecacion

Frio

Estimulos luminosos

Estrés oxidativo

Recombinacién DNA

Sefializacién célula a célula
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3.2 Cambios en el transcriptoma de naranjo amargo tras la infeccion con el

aislado sintomatico T318A

3.2.1 Antes de la expresion del sindrome de SY (pre-SY)
Los grupos funcionales expresados diferencialmente en las plantas de NA
inoculadas con el aislado T318A antes de la produccion del sindrome de SY se

representan en la figura 4.5y en la tabla 4.3.
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Fig. 4.5 Categorias funcionales diferencialmente expresadas en las plantas de naranjo amargo infectadas
con el aislado T318A antes de la expresion del sindrome de SY (2 meses p.i.) en comparacién con las
plantas control. El andlisis se efectu6 mediante el programa informatico FatiScan. En azul se representa la
categoria funcional reprimida.

Se observo una ligera induccion de tres categorias funcionales y una acentuada
reduccioén del nivel de expresion de la categoria funcional relacionada con la union al
i6n cobre. Las categorias funcionales que se encuentran ligeramente inducidas estan
relacionadas con el citoesqueleto, y por lo tanto con el movimiento del RNA viral.
Estas categorias incluyen genes que codifican componentes del complejo de la
tubulina tipo tubulina alfa (M = 1.3 hasta M = 1.14) y tubulina beta (M = 1.52 hasta M
= 1.29). Por el contrario, seis genes que codifican proteinas tipo metalotionina (M = -
2.6 hasta M = -1.12) y otros tres que codifican proteinas componentes del complejo
de ataque a membranas tipo perforina y complemento C9 (M = -2.04 hasta M = -1.31)

se encuentran dentro de la categoria funcional reprimida.
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Tabla 4.3 Agrupacion de las categorias funcionales diferencialmente expresadas en plantas de naranjo
amargo inoculadas con el aislado T318A de CTV antes de la expresién de SY

CATEGORIAS FUNCIONALES SOBRE- CATEGORIAS FUNCIONALES REPRIMIDOS EN
EXPRESADAS EN LAS PLANTAS INOCULADAS LAS PLANTAS INOCULADAS CON EL AISLADO
CON EL AISLADO T318A PRE-SY: T318A PRE-SY:
Polimerizaciéon microtubulos Unién al ién cobre

Complejo tubulina

Membrana de las vesiculas citoplasmaticas

3.2.2 Tras la expresién del sindrome de SY (4 meses p.i)

Las plantas de NA con el sindrome de SY muestran hojas cloroticas de tamafio
reducido y detencién del crecimiento. En esta etapa de la infeccion se identificaron
siete categorias funcionales con expresién diferenciada en comparaciéon con las

plantas control (Fig. 4.6 y Tabla 4.4).

OVER-represented |G UNDER-represented
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control

% of annetated genes

0 20 40 &0 g0 100
| protein-chromophore linkage
| reductive pentose-phosphate cycle
| chloroplast thylakoid membrane
| structural constituent of ribosome

| translation
| chloroplast
| transporter activity

Fig. 4.6 Categorias funcionales expresadas diferencialmente en plantas de naranjo amargo infectadas con
el aislado T318A mostrando el sindrome de SY (4 meses p.i.) en comparacion con las plantas control. El
analisis se efectu6 mediante el programa informatico FatiScan. En rojo-morado se muestran las categorias
funcionales sobre-expresadas y en azul-morado las reprimidas.

Se observd induccidon de las categorias funcionales relacionadas con la
fotosintesis y la traduccién y una represién de las relacionadas con el transporte.
Dentro de las categorias relacionadas con la fotosintesis se observé la induccion de
genes que codifican proteinas tipo apoproteina Al del fotosistema | P700 (M = 1.47
hasta M = 1.28), proteinas tipo unién a clorofila Ay B (M = 1.57 hasta M = 1.34) y
precursor de la sedoheptulosa-bifosfatasa (M = 1.98). Asimismo, se identificaron

genes inducidos relacionados con los ribosomas y la traduccion de proteinas, siendo
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los mas destacados los que codifican la ubiquitina (M = 2.25) y proteinas de extension
y de fusion con la ubiquitina (M = 1.36, M = 1.22). Por otro lado, entre los genes
reprimidos relacionados con el transporte en general se observaron algunos que
codifican proteinas tipo longinas y copinas (M = -1.74, M = -1.18).

Tabla 4.4 Agrupacion de las categorias funcionales diferencialmente expresadas en plantas de naranjo
amargo inoculadas con el aislado T318A de CTV mostrando SY

CATEGORIAS FUNCIONALES SOBRE- CATEGORIAS FUNCIONALES REPRIMIDAS EN
EXPRESADAS EN LAS PLANTAS INOCULADAS LAS PLANTAS INOCULADAS CON EL AISLADO
CON EL AISLADO T318A SY: T318A SY:
Ciclo reductor de la pentosa fosfato Transporte

Proteinas de enlace a croméforos

Membrana tilacoidal del cloroplasto

Cloroplasto

Constituyentes estructurales de los ribosomas

Traduccion

3.2.3 Cambios en el transcriptoma de naranjo amargo inoculado con el aislado
T318A asociados con la expresion del sindrome de SY

En primer lugar se realiz6é un contraste mediante el paquete informatico Limma
para determinar los genes que se expresaban diferencialmente antes y después de
manifestar el sindrome de SY en plantas de NA inoculadas con el aislado T318A. No
se detectd ninglin gen cuya expresion fuera significativamente distinta en el contraste
de las dos condiciones. Por ello se procedi6 a analizar con el programa FatiScan las
categorias funcionales que se expresaban diferencialmente en las dos etapas de la
infecciéon. Se identificaron un total de 15 categorias funcionales expresadas
diferencialmente en las etapas pre-SY y SY (Tabla 4.5). Las 13 categorias
funcionales sobre-expresadas en la etapa pre-SY en comparacién con la etapa SY
estaban principalmente relacionadas con el metabolismo y produccion de energia,
biosintesis de la pared celular y transporte; mientras que la principal categoria

funcional sobre-expresada en la etapa SY era la de unién al ién cobre.
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Tabla 4.5 Agrupacion de las categorias funcionales diferencialmente expresadas en las etapas pre-SY y
SY de plantas de NA infectadas con el aislado T318A de CTV.

CATEGORIAS FUNCIONALES MAS CATEGORIAS FUNCIONALES MAS
EXPRESADAS EN LA ETAPA PRE-SY QUE EN EXPRESADAS EN LA ETAPA SY QUE EN LA
LA ETAPA SY ETAPA PRE-SY
Actividad GTPasa Unioén al ion cobre

Actividad racemasa y epimerasa sobre los
carbohidratos y derivados

Respuesta a las proteinas de floracion

Actividad UDP-glucosa 6-deshidrogenasa

Pared celular

Procesos del metabolismo de los glucanos

Actividad xiloglucan-xiloglucosil transferasa

Apoplasto

Biogénesis de la pared celular

Complejo SNARE

Complejo tubulina

Respuesta al agua

Desarrollo embrionario

Respuesta al acido abscisico

3.3 Validacion de los resultados mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real

Para validar mediante q-RT-PCR los resultados obtenidos en los experimentos

con micromatrices se escogieron los siguientes genes:

el gen de una peroxidasa, enzima relacionado con el estrés oxidativo, que
aparece sobre-expresado en las plantas de NA infectadas por ambos aislados
de CTV en comparacion con el control sano.

el gen que codifica una metalotionina, proteina que participa en la unién al ién
cobre, que se encuentra reprimido en las plantas de NA inoculadas con el
aislado T318A antes de la induccion del sindrome de SY.

el gen que codifica una xiloglucan endotransglicosilasa, enzima que participa en
la biosintesis de la pared celular y que se encuentra sobre-expresado en las
plantas de NA infectadas con los aislados T385 y T318A cuando no presentan
sintomas (T318A pre-SY), pero reprimido en las plantas de NA inoculadas con
T318A que presentan el sindrome de SY.

el gen que codifica una proteina de la familia 17 de las glicosil-hidrolasa,
transglicosilasas que participan en la hidrolisis de la pared celular que no
presenta ninguna expresion diferencial significativa en ninguna de las
condiciones de estudio.
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En la tabla 4.6 se indican los valores M obtenidos para cada gen en los
respectivos experimentos realizados con micromatrices y los valores de expresion
relativa (problema/control) obtenidos mediante g-RT-PCR. Como se puede observar,
los genes que estaban inducidos en la micromatriz presentan también una expresion
relativa mayor que uno en el experimento de g-RT-PCR (véase el gen de la
peroxidasa y el gen de la xiloglucan endotransglicosilasa), mientras que los genes
que estaban reprimidos en la micromatriz en comparacién con el control, obtenian
una expresion relativa inferior a uno (véase gen que codifica para proteina tipo
metalotionina). Por otro lado, el gen de la proteina de la familia 17 de las glicosil
hidrolasa no presentaba ninguna expresiéon diferencial significativa ni en la
micromatriz ni en los ensayos de g-RT-PCR. En la tabla 4.6 no se indica la expresion
relativa de los genes de la peroxidasa y de la proteina de la familia 17 de las glicosil
hidrolasa entre las plantas de NA inoculadas con el aislado T318A pre-SY y SY, ni la
expresion relativa del gen de la proteina tipo metalotionina entre las plantas
inoculadas con el aislado T385 y las plantas sanas, por no presentar una expresion

diferencial en la micromatriz y no disponer de su valor M.

Tabla 4.6. Validacion de los resultados obtenidos en las micromatrices mediante g-RT-PCR

N° Max. homologia
IDENTIFICA- Arabidopsis T385 vs. SANO T318 PRE SY vs. SANOJ T318 SY vs. SANO | T318 PRE SY vs. SY
CION Citrus

EST

RATIO q- RATIO q- RATIO g- RATIO

vaLor | RTPCR f vaLorm | RT-PCR R valorRm | RT-PCR } vALOR M qF;EE-

proteina

ICOAAAZ6D familia -1.01 0.69 -1.07 0.67 -1.16 077 | === mmmmen
B0O8 17glicosil-

hidrolasa

xiloglucan
C05133B06 endolrans- 3.58 6.21 479 259 -1.35 0.85 4 3.05
glicosilasa
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3.4 Histopatologia de naranjo amargo infectado con el aislado sintomatico

Con el fin de observar si la sobre-expresion de los genes relacionados con la
sintesis de la pared celular en la etapa pre-SY daba lugar a modificaciones
histopatolégicas visibles, se realizaron cortes histologicos de corteza de NA infectado
con el aislado T318A en ambas etapas (pre-SY y SY) y de NA sano, se hizo una
tincién de carbohidratos por el método del acido peryddico-Schiff (Jensen, 1962) y se
observaron al microscopio 6ptico. En comparacién con la etapa pre-SY vy las plantas
sanas usadas como control, las plantas inoculadas con el aislado T318A que
mostraban el sindrome de SY presentaban hiperplasia del floema, que aparecia con
mayor espesor, y colapso de las células del parénquima cortical y del floema (Fig.
4.7).

NA SANO NA T318A pre-SY NA T318A 8Y

Fig. 4.7 Cortes histolégicos de la brotes de NA sano o infectado con el aislado T318A de CTV, antes (pre-
SY) o después (SY) de la expresion de sintomas, tefiidos con el reactivo de Schiff. X: xilema, C: cambium,
F: floema; f: fibras, G: glandulas de aceite. Se indica con un corchete blanco la hiperplasia del floema
observada en la corteza de NA que manifiesta el sindrome de SY.
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4. DISCUSION

La infeccion viral es un fenémeno complejo cuyo desarrollo varia en funcién del
virus y del huésped (incluso en funcidon de la combinacion huésped-cepa del virus),
estadio de desarrollo de la planta en el momento de la infeccién y de las condiciones
ambientales (Matthews, 1991). El empleo de la gendémica funcional supone una nueva
herramienta para diseccionar los procesos biolégicos que ocurren como
consecuencia de la interaccion entre la planta y el patdgeno en el transcurso de la
infeccion (Ramonell y Somerville, 2002; Koltai y Volpin, 2003). El desarrollo de esta
interaccion determina finalmente la capacidad del virus para infectar la planta o la
resistencia de ésta a la infeccion.

La inoculacién de plantas de semilla de NA con el aislado T385 dio lugar a una
infeccién asintomatica con una acumulacion viral mucho mas lenta que en otras
especies huésped (ver Capitulo I). De hecho, la carga viral en la primera brotacion
estaba en el limite de deteccion con g-RT-PCR. Pese a la baja carga viral, las
micromatrices de cDNA permitieron identificar categorias funcionales sobre-
expresadas o reprimidas en hojas de NA inoculado con este aislado. Las categorias
funcionales inducidas estaban principalmente relacionadas con la fotosintesis y el
metabolismo de azucares. En un estudio previo con plantas de LM inoculadas con
este mismo aislado de CTV, que también es esencialmente asintomatico en este
huésped, Gandia et al., (2007) no observaron alteraciones significativas en el
transcriptoma de las plantas inoculadas en comparacion con las sanas. Esta
diferencia de comportamiento entre los dos huéspedes podria ser debida al menos a
dos factores: i) el analisis de las plantas de LM se efectud con una micromatriz mucho
mas reducida que la utilizada para el NA (6875 frente a 21.081 unigenes) (Forment et
al., 2005; Martinez-Godoy et al., 2008), que no contenia algunos de los genes
diferencialmente expresados en este trabajo, y ii) como se ha visto en los capitulos
anteriores las interacciones del aislado T385 con NA y LM son muy diferentes. Sin
embargo, Gandia et al., (2007) observaron que plantas de LM infectadas con un
aislado virulento de CTV también mostraban induccion de genes asociados con la
fotosintesis y el metabolismo de azucares como los que codifican clorofilasa |,
proteinas de union a clorofila A y B o la sucrosa sintasa. Un aumento de la glicélisis y
de la ruta de las pentosas fosfato genera un aumento de precursores de la ruta del

acido siquimico, que es la base para la sintesis de aminoacidos aromaticos, muchos
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de ellos implicados en la defensa frente a patégenos (Taiz y Zeiger, 2006), por lo que
no es de extrafiar que se induzca el metabolismo de azlcares como respuesta a la
infeccién viral. Diferencias en los procesos metabdlicos entre los tejidos sanos e
infectados por virus, incluyendo el metabolismo de lipidos y azlcares, los niveles de
fotosintesis, respiracién y transpiracion, han sido descritas previamente (Matthews,
1991). Técsi et al. (1994) observaron que después de la infeccion viral aumentaba la
capacidad fotosintética de las células contiguas a las células infectadas, lo que iba
acompafiado de una acumulacion de almidén inmediatamente detras del frente de la
infeccion. Estos autores concluyeron que el aumento en la capacidad de fotosintesis
proporcionaba la fuente necesaria de carbono para soportar la sintesis de los
productos virales y observaron que categorias funcionales relacionadas con la
biosintesis de la pared celular también se encontraban activadas (Técsi et al., 1996).
El reforzamiento y engrosamiento de la pared celular como respuesta a la infeccion
de patégenos ha sido observado por otros autores (Kawasaki et al., 2006). Cristofani-
Yaly et al.,, (2007) observaron que genes relacionados con la pared celular,
concretamente con la sintesis de lignina estaban inducidos en plantas de Poncirus
trifoliata, una especie resistente a CTV, inoculadas con un aislado virulento de este
virus. En nuestros analisis también se observé que genes que codifican para
proteinas multifuncionales tipo germinas, incluidas en la categoria funcional de pared
celular, estaban sobre-expresados. Estas proteinas participan en la remodelacién de
la pared celular, pero a la vez pueden actuar directamente contra los patégenos y
tener un papel protector (Park et al., 2004). Distintos estudios han demostrado la
activacion de estas proteinas como respuesta a la infeccion por virus (Park et al.,
2004; Cristofani-Yali et al., 2007; Gandia et al., 2007; Irian et al., 2007; Elivira et al.,
2008; Gasca-Gonzalez, et al., 2008)

Por altimo, distintas categorias relacionadas con la respuesta a estrés estaban
también inducidas. La induccién de genes relacionados con el estrés biotico y abiético
es un denominador comun de las infecciones virales (Dardick et al., 2007; Babu et al.,
2008). Este es el caso de los genes agrupados en la categoria funcional de respuesta
al estrés oxidativo como los que codifican peroxidasas y alil-alcohol deshidrogenasas.
Dentro de esta categoria funcional también se encontraron inducidos genes que
codifican para proteinas multifuncionales como la calreticulina, cuya sobre-expresion

inhibe el movimiento célula a célula de virus (Boevink y Oparka, 2005). La induccién
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de este gen parece coherente con la limitacion del movimiento célula a célula de CTV
observada en NA, especialmente al inicio de la infeccién.

Por otro lado, las categorias funcionales reprimidas en las plantas de NA
inoculadas con T385 se relacionaban con el citoesqueleto y el transporte en general.
Diversos estudios (Boyko et al., 2000; Mas y Beachy, 2000) identificaron el papel del
citoesqueleto en el transporte del RNA viral. Asi, la proteina de movimiento del virus
del mosaico del tabaco (TMV), ademas de unirse al RNA viral, se asocia a
componentes del citoesqueleto (microfilamentos y microtdbulos) y reticulo
endoplasmico de la célula infectada (Reichel et al., 1999; Oparka, 2004; Waigmann et
al., 2004; Voinnet, 2005, Boevink y Oparka, 2005). Boyko et al., (2007) describieron
un modelo donde inicialmente las proteinas de movimiento virales formaban un
complejo con los microtlbulos y en etapas posteriores se acumulaban en éstos para
su estabilizacion (Boyko et al., 2000; Ashby et al., 2006). De nuevo, la represion de
esta categoria funcional en plantas de NA infectadas con T385 es coherente con la
limitacion del movimiento viral al inicio de la infecciébn observada en capitulos
anteriores. También se observé una expresion reducida de genes que codifican
proteinas de la familia de las copinas. Estas proteinas participan en el control del
crecimiento, en la respuesta al descenso de la humedad y frente a patdégenos y se ha
descrito su papel en el control negativo de la muerte celular y la defensa mediada por
los genes de resistencia (R) (Hua et al., 2001; Jambunathan et al., 2001; Yang y Hua
2004; Yang et al., 2006).

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que, aunque el aislado T385 es
asintomatico en NA, la infecciébn en dicho huésped altera procesos biolégicos
relacionados con la defensa frente a estreses bioticos y abiéticos y con el movimiento
célula a célula. Este resultado contrasta con observaciones anteriores en otros
sistemas virus-huésped o en el sistema CTV-LM en los que el nimero de genes
diferencialmente expresados aumenté con la intensidad de los sintomas inducidos
(Dardick, 2007; Gandia et al., 2007), lo que ilustra de nuevo la distinta interaccion
observada en capitulos anteriores entre CTV y NA en comparacién con otros
huéspedes citricos.

En las plantas de NA inoculadas con el aislado T318A, antes y después de la
manifestacion del sindrome de SY, las categorias funcionales inducidas o reprimidas

no fueron tan numerosas como en las plantas infectadas con el aislado asintomatico
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T385. No obstante, como ya se ha mencionado, el hecho de que un tratamiento altere
un nimero menor de categorias funcionales no significa que existan pocos genes
inducidos o reprimidos, sino que los genes diferencialmente expresados no se
agrupan en las mismas categorias funcionales.

En la etapa pre-SY de la infecciéon con T318A, la categoria funcional de genes
que codifican proteinas relacionadas con la de union al i6n cobre aparece reprimida
en comparacion con las plantas sanas y con las que manifestaban el sindrome de SY.
Los genes predominantes en esta categoria codifican metalotioninas (MT), que son
un grupo de proteinas caracterizadas por tener un alto contenido en cisteinas
capaces de unir metales (Cobbett y Goldsbrough, 2002). La presencia de varios
metales, asi como diversos factores fisioldgicos y patolégicos inducen la sintesis de
estas proteinas. Choi et al., (1996), sugirieron que las MT inducidas por heridas o por
patégenos podian tener un papel en la regulacion de los iones metalicos, que afectan
la acumulacion de radicales libres derivados del estrés oxidativo. Diversas
observaciones indican que tras el reconocimiento de un patégeno por la planta, la
sefializacion de defensa celular conlleva la acumulacion inicial de formas reactivas de
oxigeno (ROS) y en esta fase inicial la produccion de MT est& reprimida. De hecho
Wong et al., (2004) observaron que plantas de arroz en las que se sobre-expresaba la
MT OsMT2b o en las que se suprimia la represién de este gen por otra proteina
presentaban mayor susceptibilidad frente a varios patégenos. Estos resultados
sugieren que la represiéon de metalotioninas en la etapa pre-SY de las plantas
inoculadas con el aislado T318A podria ir dirigida a facilitar la sefial de defensa de la
planta mediante induccion del estrés oxidativo tras el reconocimiento de CTV. En
fases posteriores de la infeccién esta represion inicial se atenuaria o desapareceria
para limitar la acumulaciéon de ROS. La misma categoria funcional incluye genes que
codifican proteinas componentes del complejo de ataque a membranas tales como
perforinas o el complemento 9 (MACPF). Estudios con mutantes del gen CAD1 de
Arabidopsis, que contiene un dominio MACPF, mostraron que ademéas de regular
negativamente la muerte celular mediada por el 4cido salicilico, este gen controlaba el
movimiento viral a larga distancia, ya que los mutantes de este gen presentaban
restricciones a dicho movimiento (Morita-Yamamuro, 2005). Por tanto, la represion de
estos genes en NA podria explicar en parte las limitaciones observadas en el

movimiento de CTV.
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En contraste con las plantas infectadas con el aislado T385, las plantas de NA
infectadas con T318A presentaban en la etapa pre-SY de la infecciéon una ligera
sobre-expresién de las categorias funcionales relacionadas con el citoesqueleto.
Como se ha indicado anteriormente, dentro de esta categoria se incluyen genes que
participan en la formacion del citoesqueleto y por lo tanto relacionados con el
movimiento del RNA viral. Esta diferencia de reaccion del NA frente a los dos aislados
de CTV es coherente con las observaciones del Capitulo | que mostraban que la
acumulacion de T318A en las plantas infectadas era mas rapida que la del aislado
T385.

En la etapa de expresion del sindrome SY las plantas de NA inoculadas con el
aislado T318A mostraban las categorias funcionales relacionadas con la fotosintesis y
la traduccién de proteinas sobre-expresadas, y reprimidos los genes relacionados con
el transporte en general. Gandia et al., (2007) también observaron que las plantas de
LM infectadas con un aislado virulento de CTV tenian inducidos genes relacionados
con la fotosintesis, como los que codifican proteinas de union a clorofila A y B, y
relacionadas con la sintesis y degradacion de las proteinas, como los que codifican
proteinas ribosomales, proteasas y ubiquitinas. Un analisis del transcriptoma de soja
después de la infeccidn viral sugirié6 que el aumento en la expresion de proteinas
ribosomales podria ser una respuesta de las células del huésped para compensar los
componentes que utiliza el virus para la replicacién y traduccién de su genoma (Babu
et al., 2008).

El contraste entre las categorias funcionales diferencialmente expresadas antes
y después de la manifestacion del sindrome de SY en hojas de NA infectadas con el
aislado T318A permitié identificar categorias funcionales potencialmente relacionadas
con la induccién de este sindrome. Asi, las categorias funcionales relacionadas con la
pared celular estaban mas expresadas en la etapa pre-SY que en la etapa SY. Esta
observacion seria coherente con el desarrollo de sintomas de hiperplasia en el floema
tal y como se observd en cortes histolégicos de brotes con SY, ya que esta
hiperplasia podria ser consecuencia de una sobre-expresion de los genes
relacionados con la pared celular en la primera etapa de la enfermedad. En distintos
estudios se ha observado que el desarrollo de la sintomatologia va asociado con una
represién de los genes relacionados con la pared celular (Shimizu et al., 2007; Yang

et al., 2007; Babu et al., 2008). La clorosis caracteristica de las hojas con el sindrome
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de SY podria ser debida en parte a una reduccion en esta etapa de la expresién de
genes relacionados con el metabolismo de los azucares e indirectamente con la
fotosintesis (Técsi et al., 1994, 1996; Maule et al., 2002; Pompe-Novak et al., 2005;
Espinoza et al., 2007; Babu et al., 2008).

Curiosamente en ninguna de las plantas infectadas de NA se observé sobre-
expresion de genes relacionados con el silenciamiento, lo que apoya la idea expuesta
en los capitulos anteriores de que en NA la activacion de la defensa frente a CTV
mediada por el silenciamiento de RNA no se activa hasta etapas tardias de la
infeccion viral. Las categorias funcionales que incluyen otros genes relacionados con
la defensa y la virulencia, que en muchos estudios se encuentran sobre-expresados
tras la infeccién viral (Golem y Culver, 2003; Whitham et al., 2003, 2006; Babu et al.,
2008), como los que codifican las proteinas de choque térmico (heat shock protein,
HSP) relacionadas con el estrés, las proteinas relacionadas con la patogenicidad
PR1, PR2 (B-1,3- glucanasa), PR3 (quitinasa), PR4, PR5 (proteinas tipo taumatina), o
los factores de trascripcién de la familia WRKY, tampoco estaban activados en las
plantas infectadas de NA, lo que sugiere un retraso en la activacién de los
mecanismos generales de defensa, o que dicha activacion tuvo lugar a niveles no
significativos en nuestras condiciones.

Se ha observado que algunas proteinas asociadas a la repuesta de defensa de
la planta como B-1,3-glucanasa o las proteinas de choque térmico (HSP) tienen un
papel beneficioso en el ciclo viral y una sobre-expresion de los genes
correspondientes puede incrementar el movimiento viral (Boevink y Oparka, 2005;
Dardick, 2007;). También se ha observado que durante la respuesta hipersensible
(HR) se deposita callosa (1-3 glucanos) para cerrar los plasmodesmos y evitar la
diseminacion viral (Wolf et al., 1991; Beffa et al., 1996; Iglesias y Meins, 2000; Bucher
et al., 2001). De hecho la proteina TGB2 del virus X de la patata (Potato virus X, PVX)
interactda con la R-1,3-glucanasa, una enzima que degrada de callosa para acelerar
su degradacion y permitir el paso de PVX por los plasmodesmos (Fridborg et al.,
2003). Por tanto, la no activacion de estos genes seria coherente con la limitacion al
movimiento viral advertida en los capitulos anteriores.

La micromatriz utilizada contenia los potenciales genes de resistencia a CTV
identificados en Poncirus trifoliata, que confieren a este huésped resistencia frente a

un amplio espectro de genotipos de CTV (Gmitter et al., 1996). Esta resistencia se
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localizé en una region de 282.699 pb del genoma que incluia 22 genes (Ctv.1 al
Ctv.22) (Yang et al., 2003). En ninguna de las plantas de NA infectadas se observo
expresion diferencial de estos genes.

Una limitacion metodoldgica de los experimentos desarrollados es que en ellos
se utilizé RNA de una mezcla de hojas que, dada la lenta invasion del NA por CTV y
la distribucién del virus en células aisladas (Capitulo 11l de esta memoria; Folimonova
et al., 2008), contenian células no infectadas y otras en distintas etapas del ciclo
infectivo. Esto implica que el mRNA de genes que estén alterados solamente en una
zona determinada de la hoja, en un estado especifico del desarrollo o en un tipo
concreto de células, aparecera diluido y se detectara como un cambio pequefio o
inapreciable (Dardick, 2007; Babu et al., 2008). A pesar de estas limitaciones, las
micromatrices de cDNA permitieron determinar categorias funcionales
diferencialmente expresadas en NA como resultado de la infeccion de un aislado
asintomético de CTV (T385) y otro inductor de SY (T318A), y en este Ultimo caso
detectar diferencias en la expresion de genes en la etapa inicial de la infeccion y tras
la aparicion del sindrome de SY. Los cambios observados en el transcriptoma del NA
tras la infeccibn son coherentes con las observaciones previas de que i) hay una
limitacion del movimiento viral en las etapas iniciales de la infeccién, y ii) en el
huésped NA existe un retraso en la activacion de los mecanismos de defensa y
silenciamiento del RNA viral. También pueden explicar en parte la clorosis foliar y los

efectos citopaticos observados en brotes con sintomas de SY.
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La diversidad de sintomas que CTV es capaz de inducir en funcion de las
especies infectadas y de los aislados virales indican que probablemente hay muchos
factores implicados en la interaccion CTV-citricos. A largo plazo, el control de los
dafios causados por el virus requiere un conocimiento detallado de esta interaccion
que permita en su caso una manipulacion apropiada de la misma para reducir los
efectos indeseados. En particular, el conocimiento de las interacciones de CTV con el
naranjo amargo podrian ser la base para una hipotética recuperacion de su uso como
patron, ya que ninguno de los patrones tolerantes al decaimiento iguala sus
cualidades agronémicas. Como primera etapa para el estudio de dichas interacciones
en este trabajo se compararon las pautas de distribuciéon y acumulacién viral, la
actividad replicativa y el silenciamiento del virus en naranjo amargo (NA) y en varias
especies susceptibles [lima Mexicana (LM), Citrus macrophylla (CM) y naranjo dulce
(ND)] infectadas con aislados de CTV de distinta virulencia. Se incluyé un aislado
practicamente asintomatico (T385), uno que induce los sindromes de decaimiento (D)
sobre patrén NA y seedling yellows (SY) (T36), y dos que ademas de D y SY inducen
el sindrome de acanaladuras en la madera (AM) en pomelo y ND. El estudio se
completd con un andlisis preliminar de los cambios que ocurren en el transcriptoma
del NA tras la infeccion con un aislado asintomatico o uno inductor de SY.

La cuantificacién de la carga viral de cada aislado en los distintos huéspedes
puso de manifiesto que ésta no va asociada con la intensidad de los sintomas
inducidos. Asi, la carga viral en ND del aislado asintomatico T385 fue similar a la del
aislado T388, que induce AM en este huésped, y a su vez, aunque el aislado T388
induce en LM sintomas mucho mas intensos que en ND, la carga alcanzada en este
Gltimo huésped fue mayor que en el primero. La acumulacion de T36 en cualquiera de
los huéspedes fue menor que la de los demas aislados incluido T385, pese a que
este (ltimo es asintomatico y T36 induce los sindromes D y SY. Estos datos sugieren
gue la virulencia de CTV no es una consecuencia directa de la acumulacion viral.

Asimismo, la evaluacion temporal de la carga viral mostré que la cinética de
acumulacioén era distinta en NA y en los demas huéspedes. En LM, CM y ND la
maxima carga viral para todos los aislados se observé al final de la primera brotacion,
mientras que la acumulacion en NA aumentd de forma progresiva durante la infeccion

con una rapidez variable segun los aislados. Estos resultados indicaban que NA
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ofrecia una resistencia inicial a la invasion por CTV que se superaba en el curso de la
infeccion.

Estas diferencias en la cinética de acumulacion viral podian ser consecuencia,
entre otros factores, de diferencias en la tasa de replicacién del virus o en la
intensidad del silenciamiento génico mediado por RNA por parte del huésped. La
evaluacion de la actividad replicativa basada en la acumulacién de los sgRNAS de los
genes p20 y p23 puso de manifiesto que las pautas de acumulacién viral de los
aislados en los distintos huéspedes estaban asociadas con las de acumulaciéon de
sgRNAs. Asi, en los huésped mas susceptibles (ND, CM y LM) se observo la mayor
actividad replicativa en la primera brotacion, y la estabilizaciéon de la carga viral se
asocié con una menor actividad replicativa, mientras que en NA la actividad
replicativa aumento6 durante la infeccion viral a medida que se incrementaba la carga
viral. En LM, que mostr6 una acumulacion de sgRNAs mas baja que los otros
huéspedes susceptibles al final de la primera brotacion, se observé que la maxima
carga viral se alcanzaba en un estadio méas temprano de la brotacidon que en NA o
ND.

El andlisis de la acumulacion de siRNAs derivados de CTV, normalizada con
respecto a la carga viral, también revel6 diferencias entre NA y los otros huéspedes
estudiados. Mientras en LM, CM y ND la presencia de siRNAs de CTV se detectaba
en la primera brotacién y en algunos huéspedes alcanzaban su nivel maximo de
acumulacioén, en NA sélo se detectaban mas tarde y en el caso del aislado T385 no
se detectaron hasta dos afios después de la inoculacion, lo que sugeria: i) que para
activar el silenciamiento de CTV seria necesario alcanzar un umbral minimo de carga
viral que en NA se alcanza mas tarde que en los otros huéspedes, y ii) que la
resistencia inicial observada en NA no seria consecuencia de procesos relacionados
con el silenciamiento viral. Los valores normalizados de siRNAs mostraron una mayor
intensidad del silenciamiento para el aislado T36 en todos los huéspedes estudiados,
lo que explicaria la baja acumulacion viral alcanzada para este aislado en todos los
casos.

Para contrarrestar los mecanismos de silenciamiento de la planta, los virus
expresan proteinas supresoras del silenciamiento que les permiten efectuar una
invasion sistémica. Las diferencias de acumulacion viral observadas en las distintas

combinaciones aislado/huésped, y en particular la baja acumulacion de T36 en todos
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los huéspedes, podrian ser resultado de diferencias en la eficiencia de supresion del
silenciamiento por parte de estas proteinas. De las tres proteinas de CTV con
actividad supresora en N. benthamiana y N. tabacum (p25, p20 y p23) (Lu et al.,
2004), p23 es un posible determinante de patogenicidad en citricos (Ghorbel et al.,
2001; Fagoaga et al., 2005; Albiach-Marti et al., 2009), por lo que probablemente
también actla como supresor de silenciamiento en estas especies. Los ensayos de
expresion transitoria de p23 en hojas de N. benthamiana 16c no mostraron
diferencias en la capacidad supresora de los distintos aislados, por lo que el
comportamiento diferencial de los mismos aislados no pudo asociarse con diferencias
en la proteina p23. Sin embargo, tampoco puede excluirse esta posibilidad, ya que la
actividad supresora en N. benthamiana 16¢ y en un huésped citrico podria no ser la
misma (Fagoaga et al., 2005).

Los analisis de replicacion, acumulacién y silenciamiento viral mostraron un
comportamiento diferencial de CTV en NA caracterizado por una resistencia inicial a
la infeccibn que no es consecuencia del mecanismo de silenciamiento génico
mediado por RNA. Por otra parte, se sabe que al menos el aislado T36 replica
normalmente en protoplastos de NA (Albiach-Marti et al., resultados no publicados), lo
que sugiere que dicha resistencia no ocurre a nivel celular sino probablemente a nivel
del movimiento del virus. Los analisis de la distribucion de CTV en los distintos tejidos
de NA de semilla mediante inmunoimpresién-ELISA y g-RT-PCR, mostraron una
distribucién erratica que apoya la idea de una limitacién en el movimiento del virus,
tanto célula a célula como a larga distancia, que retrasa la invasién sistémica. En
general, el tejido con menor carga viral fue la raiz, mientras que el titulo viral en brote
y corteza fue similar, excepto en el caso de T36 que mostré en brote menor carga
viral que en corteza, que podria ser debido a una limitacién de este aislado para
alcanzar zonas mas distales o un silenciamiento méas intenso en el brote joven. De
hecho este fue el tnico aislado en el que la intensidad del silenciamiento en brote fue
mayor que en corteza o raiz. Curiosamente el aislado que alcanzé en raiz la mayor
carga viral fue T385, pese a que fue el mas lento en invadir la copa, lo que podria
indicar que al menos para este genotipo la raiz podria actuar como reservorio viral.
Esta posibilidad se veria reforzada por el hecho de que este fue el Unico aislado en el

gue la intensidad del silenciamiento era menor en raiz que en corteza o brote.
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Para caracterizar mejor el posible papel de la raiz como reservorio viral se
propagé el NA sobre un patrén resistente (citrange Carrizo) y otro tolerante a CTV
(ND) y se analiz6 la acumulacién viral en la copa y en la raiz. EI movimiento inicial del
virus fue hacia la raiz, incluso cuando el NA estaba propagado sobre citrange Carrizo,
un patrén que limita o impide el movimiento célula a célula de CTV. La carga viral de
la mayoria de los aislados en la copa resultd independiente de la alcanzada
previamente en la raiz, mientras que la del aislado T385 estaba asociada a la misma
y su acumulaciéon fue mas lenta que en otros aislados, lo que seria coherente con una
actuacion de la raiz como reservorio viral para este genotipo. El examen histolégico
de plantas de estas combinaciones infectadas con el clon recombinante de CTV
CTV9-GFPC3 (Satyanarayana et al., 2008), que expresa GFP en las células
infectadas, puso de manifiesto que, con independencia del patrén utilizado, el NA
impone una fuerte limitacion al movimiento de CTV, en particular al movimiento célula
a célula, confirmando asi observaciones publicadas durante el desarrollo de esta tesis
(Folimonova et al., 2008).

La infeccion sistémica de la planta por parte del virus conlleva modificaciones
en la expresion del genoma del huésped con el fin de facilitar la infeccién. La
tecnologia de las micromatrices de cDNA permitié identificar categorias funcionales
sobre-expresadas o reprimidas en hojas de NA inoculadas con el aislado asintomatico
de CTV T385 a los 4 meses p.i. 0 con el aislado T318A antes y durante la induccion
del sindrome de SY (2 meses y 4 meses p.i.). Las categorias funcionales inducidas
tras la infeccion por el aislado asintomatico T385 se relacionaban mayoritariamente
con la fotosintesis, el metabolismo de azulcares, biosintesis de la pared celular y con
la respuesta a estrés. Un aumento de la capacidad de fotosintesis proporcionaria la
fuente necesaria de carbono para soportar la sintesis de los productos virales y
podria ayudar al reforzamiento de la pared celular como se ha observado en otros
sistemas como respuesta a la infeccion de patégenos. Por el contrario, las categorias
funcionales reprimidas estaban relacionadas con el citoesqueleto y el transporte en
general, apoyando las observaciones de que el NA ejerce una limitacion inicial al
movimiento viral, mas acentuada en el caso del aislado T385. Por lo tanto, aunque el
aislado T385 no induce sintomas en las plantas de NA, si altera procesos biol6gicos

en dicho huésped que podrian facilitar su infeccion.
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Por otra parte, la categoria funcional mas alterada en las plantas de NA
inoculadas con el aislado T318A antes de la aparicion del sindrome SY fue la de las
proteinas de unién al idn cobre, que incluye genes que codifican metalotioninas y
proteinas componentes del complejo de ataque a membranas tipo perforina y
complemento C9 (MACPF). Estas Ultimas controlan el movimiento viral a larga
distancia sugiriendo que la represion de estos genes podria limitar el movimiento viral
en las plantas de NA. Una vez estas plantas manifestaban el sindrome de SY las
categorias funcionales inducidas estaban relacionadas con la fotosintesis y la
traduccion de proteinas, mientras que se reprimian genes relacionados con el
transporte en general.

El contraste entre las categorias funcionales diferencialmente expresadas antes
y después de la aparicién del sindrome de SY mostré una represion de los genes
relacionados con la sintesis de la pared celular (sintomas foliares), el metabolismo de
los azucares e indirectamente con la fotosintesis. Estos datos son coherentes con los
sintomas de hiperplasia en el floema, detencion del crecimiento y clorosis que
caracterizan el sindrome SY.

Finalmente, en ninguna de las condiciones estudiadas se observé una
expresion diferencial de las categorias funcionales relacionadas con los mecanismos
de defensa de la planta, incluyendo el silenciamiento génico, lo que concuerda con el
hecho de que en las plantas infectadas no se observasen siRNAs incluso 1 afo
después de la inoculacién. Por lo tanto, los cambios observados en el transcriptoma
del NA tras la infeccibn apoyarian las observaciones previas de que hay una
limitacion del movimiento viral en las etapas iniciales de la infeccién y existe un
retraso en la activaciéon de los mecanismos de defensa y silenciamiento del RNA viral
hasta que se alcanza una carga viral umbral.

Resumiendo, los datos aportados por esta tesis indican que i) la intensidad de
los sintomas inducidos por distintos aislados de CTV no esta directamente asociada
con la acumulacion viral en los tejidos infectados, ii) el NA presenta un pauta de
replicaciéon y acumulacién viral diferente a la de los huéspedes méas susceptibles
estudiados, iii) el umbral de carga viral necesario para activar el mecanismo de
silenciamiento se alcanza mas lentamente en NA en comparacion con los otros
huéspedes, iv) la resistencia observada en NA no es consecuencia del mecanismo de

silenciamiento sino a de una limitacion de la planta al movimiento viral y vi) esta
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limitacién que varia con los aislados, debe ser consecuencia de interaccion distinta

entre los factores del huésped y los de cada aislado de CTV.
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CONCLUSIONES

= La intensidad de los sintomas inducidos por distintos aislados de CTV en una
especie huésped, o por un determinado aislado en distintas especies huéspedes
no esta asociada con la acumulacion viral. Esta es la primera evidencia de
ausencia de correlacién entre virulencia y carga viral para un closterovirus en su

huésped lefioso.

= Las pautas de acumulacién viral de CTV en plantas de semilla de huéspedes
susceptibles como lima Mexicana, Citrus macrophylla o naranjo dulce difieren de
la observada en naranjo amargo. Mientras en los primeros la maxima carga viral
se alcanza en la primera brotacién, la acumulacion en naranjo amargo es
generalmente mas lenta y la acumulacion maxima puede requerir dos 0 mas

anos.

» La actividad replicativa de los aislados de CTV en los distintos huéspedes
aparece asociada a su cinética de acumulacion viral, y mientras en los huéspedes
susceptibles LM, ND y CM es méaxima en la primera brotacion, en NA va

aumentando en el transcurso de la infeccién durante 1 afio o mas.

= La deteccién de siRNAs de CTV requiere una carga viral umbral, que huéspedes
susceptibles LM, ND y CM se alcanza en la primera brotacién, mientras que en

NA se alcanza muy lentamente.

= El distinto nivel de acumulacion viral de los aislados de CTV no pudo asociarse
con una capacidad supresora distinta de la proteina p23 en ensayos de expresion

transitoria en N. benthamiana.

= La resistencia inicial del NA a la invasién, acumulacion por CTV no es
consecuencia del mecanismo de silenciamiento génico mediado por RNA, sino de
una limitacién al movimiento viral, tanto célula a célula como a larga distancia,

gue retrasa la invasioén sistémica y la acumulacion viral.
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= La intensidad del silenciamiento en los distintos tejidos de NA varia con los

aislados de CTV y afecta la distribuciéon de los mismos en la planta.

= El movimiento inicial de CTV en NA es hacia la raiz y la carga viral alcanzada en
este 6rgano afecta la posterior acumulacion en la copa de forma variable segin

los aislados. Para el genotipo T385 la raiz parece actuar como reservorio viral.

= Los cambios en el transcriptoma de NA durante la infeccion por CTV confirman la
no activacion del silenciamiento viral en las etapas iniciales de la infeccién y
apoyan la existencia de una limitacion al movimiento viral. Esta resultaria de una
interaccion ineficiente entre factores del huésped necesarios para el movimiento y

otros del virus que varian con los aislados .
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