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SUMMARY

The transmissibility by aphids of four potato virus Y (PVY) isolates, PVY-0, PVY-0 NAT,PVY-1 and
PVY-N, has becn studied in plant 1o plant transmission assays. Isolates PVY-0 and PVY-N were aphid
transmilted, whercas transmission of isolates PVY-0 NAT and PVY-1 never occurred. By membrane
and sequential transmission assays, it has been determined that the lack of transmissibility of these two
isolates was not duc 10 a defect in their coat proteins (CP), but in their helper components (HC-Pro).
However, while the HC-Pro of isolale PVY -0 NAT could be purified, that of isolate PVY-1 could not,
under the same conditions. To determine wether this purification failure originated from the absence
or from inadequate levels of HC-Pro in plant, a serological study on the HC-Pro distribution in plant
and on its accumulation kingtics in the leaf was performed for both non transmissible mutants as well
as for the transmissible isolate PVY-0, that demonstrated the presence of HC-Pro in PVY-1 infected
plants. Moreover, the HC-Pro enceded by this isolate showed an electrophoretic behaviour different

from that shown by the helper components of the other three PVY isolates analized.

The comparative analysis of the nucleotide sequences of the genes that code for the helper component
proteins of the aphid transmissibie isolate PVY-0, and of the non aphid transmissible isolatcs PVY-0
NAT and PVY-1 shows that a single point substitution differentiates the HC-Pro of PVY-0 NAT from
that of PVY-0, suggesting that it causes the lack of viral transmissibility. This substitution is located
within a highly conserved cysteine cluster in the amino region of the protein, in the same position of
the substitutions that have been proposed to cause the lack of aphid transmissibility of two potyviruses:
Potato virus C (PVC) and isolate E15-PAT of zucchini yellow mosaic virus, ZYMYV. However, the
sort of substitution is different (K—E for both PVC and ZYMV EI15-PAT, K-»N for PVY-0 NAT).
On the other hand, PVY-1 HC-Pro differed from PVY-0 HC-Pro in itwo aminoacids. Thesc
substitutions are not found in any of the potyviral HC-Pro sequences compared. One of them (G- D),

affects a highly conserved position, also encompassed within the above mentioned cisteine cluster. The



other one (S->G), is tocated in the carboxyl region of the protein, in a more variable position. These
mulations could causc periurbations in the hiological activities of the HC-Pro, and in its functionality

inn (he (ransmission process.

Ten monoclonal antibodies (HC-Mabs) and a rabbit antiserum (HC-Pab) have been prepared against
helper component (HC-Pro) purified from plants infected with PVY . Culture fluid of the Mabs reacted
with PVY in two ELISA protocols and 7 out of 10 were useful for Western blot analysis, as was also
the HC-Pab. Ascitic fluids from six HC-Mabs and the HC-Pab were compared in direct antigen
binding ELISA with 22 isolates of PVY, potato virus A (PVA), tabacco etch virus (TEV), plum pox
virus (PPV), and pepper mottie virus (PepMoV). None of the Mabs or the HC-Pab reacted with PVA,
PPV or TEV. The immunoreactivity of one HC-Mab was identical with the HC-Pab, reacting with all
22 PVY isolates tested and with PepMoV but failing to rcact with PVA, PPV and TEV. Another HC-
Mab reacted with all the commeon strains of PVY (PVY®) and with a stipple streak strain of PVY
(PVY®) but not with any of the tobacco veinal necrosis strains (PVY™). The other HC-Mabs could be
used to identify a subgroup within the PVY® and PVY™ strain groups. These Mabs provide another

useful method for identifying strains of PVY and might be used in potyvirus taxonomy studies.

The analysis by Indirect ELISA of extracts from different leaves within a single infected tobacco plant
showed that the lower leaves gave the optimal measures, in agreement with the accumulation of HC-
Pro observed by Westiern Blot analysis. The capability of two HC-Mabs to work in DAS ELISA was
also demonstrated. A contribution of insoluble HC-Pro in the form of celiular inclusions 1o the ELISA

measures was not observed.

Purified helper component, extracts from virus infected plants and FPLC (Fast Permeation Liquid
Chromatography) eluents of both kinds of samples were analyzed in SDS-PAGE plus Western blot

with the aid of antibodies specific to this protein. In FPLLC, the bulk of the HC-Pro eluted at times
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corresponding to molecular weights of about 200 KDa, suggesting the existance of aggregates of HC-
Pro monomers (about 50 KDa) in the form of tetramers, or with ancther factor. The stability of this
aggregation seems not 10 be affected by the presence of a sulthidryl reducing agent {Dithiothreithol),
but by the denaturating treatment of an SDS-PAGE analysis. On the other hand, PVY HC-Pro
generales two different electrophoretic banding patterns in SDS-PAGE. One of them is produced when
the HC-Pro is exposed Lo an extract from a healthy ebacco plant, in the absence of sulthidryl reducing

agents.

Finally, the transmission by aphids of virus, in presence of purified HC-Pro treated with chemical
agents has been studied in membrane and scquential assays. The presence of 2-Merchaptoethanoel or
of some metal chelating agents did no abolish transmission. On the contrary, transmision was abolished

by ionic detergents.
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RESUMEN

La transmisibilidad por dlidos dc cuatro aislados del virus Y de la patata (potato virus Y, PVY),
aislados PVY ), PVY-0 NAT, PVY-1 y PVY-N, ha sido cstudiada en experimentos de transmision
de planta a planta. Los aislados PVY-0 y PVY-N resultaron transmisibles, mientras que los aislados
PVY-0 NAT y PVY-1 no se transmiticron. Mediante cnsayos de transmisién por adquisiciones a través
de membranas v secuenciales se ha comprobado que la falta de transmisibilidad viral se debe, cn los
dos aislados, a un defecto en el componente "helper” (HC-Pro). Sin cmbargo, mientras que ¢l HC-Pro
del aislado PVY -0 NAT pudo ser purificado, ¢l del aislado PVY-1 no 1o pudo ser, en las mismag
condicioncs, con el procedimiento empieado. Para determinar si la causa de no poder purificarlo
radicaba cn 12 ausencia o en niveles inadecuados de HC-Pro en planta, se estudid la distribucién de
esta protefna en planta infectada y su cinética de acumuiacién en hoja, para ambos mutantes no
transmisibles y para el aislado transmisible PVY-0, demostrandose 1a presencia de HC-Pro en plantas
infectadas con el aislado PVY-1. Ademds, el HC-Pro de este aislado mostré un comportamiento
electroforético distinto al que presentaron los componentcs "helper” de 1os otros tres aislados de PVY

analizados.

El andlisis comparativo de las sequencias nuclcotidicas de los genes que codifican ¢l componente
"helper” del aislado transmisible PVY-(, y de 10s aislados no transmisibles PVY-0 NAT y PVY-1
muesira que una dnica sustitucién aminoacfdica diferencia a los componentes "helper” de los aislados
PVY-0 NAT y PVY-0, lo que sugicre gue esta sustitucién cs 1a causa de 1a falia de transmisibilidad
del primero. Este cambio estéd localizado dentro de un agrupamicnto de cisteinas muy conservado de
la regién amino de la proteina, cn la misma posicién que las sustituciones que se cree causan la falta
de transmisibilidad por 4fidos de dos potyvirus: El virus C de la patata, PVC, y ¢l aislado E15-PAT
del virus del mosaico amarillo del calabacin, ZYMV. Sin embargo, el tipo de sustitucién dificre (K—E

para PYC y ZYMYV EI15-PAT, K—N para PVY-0 NAT). Por otro lado, ¢l HC-Pro del aislado PVY-1
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presenté dos sustituciones aminoacidicas respecto del HC-Pro del aislado PVY-0, no observadas cn
ninguna de las secuencias de componente "helper” de potyvirus comparadas. Una de estas sustituciones
(G—D)y afecta a una posicion allamente conscrvada y lambién situada dentro del mencionado
agrupamicnio de cisiefnas, micntras quc la otra (S—V) 1o estd en la region carboxilo, en una posicion
mds vanable. Esto sugiere que dichas alteraciones podrian causar perturbaciones importantes en alguna

actividad biolagica de la proteina, v cn su {uncionalidad en el proceso de transmisidn.

Sc han producido dicz anticuerpos monoclonales (HC-Mabs) y un suero policlonal (HC-Pab) contra
componente "helper” purificado de plantas infectadas con PVY. Los sobrenadantes de los cultivos de
hibridomas productores de estos Mabs reaccionaron con ¢l HC-Pro de PVY ¢n dos tipos diferentes de
ELISA. Sicte de cllos, junto con el HC-Pab, fueron aptos para andlisis por western blot. Los liquidos
asciticos de seis lineas de Mabs, junto con el HC-Pab, se compararon en ELISA indirecto usando 22
aislados dc PVY, el virus A de la patata (PVA), el virus del grabado del tabaco (TEV), el virus del
motcado suave del pimiento (PepMoV) y el virus de la sharka (PPV). Ninguno de 1os Mabs ni el Pab
reaccionaron con PVA, PPV o TEV. La immunoreactividad de uno de los HC-Mabs fué similar a la
del HC-Pab, reaccionando con todos los 22 aislados de PVY analizados y con PepMoV. Qtro HC-Mab
rcaccionG con todos los aislados del grupo PVY® y con un aislado PVY®, pero no con aislados dcl
grupo N (PVY™). Los otros HC-Mabs pudicron ser usados para identificar subgrupos dentro de los
grupos PVY® y PVY?¥, Estos monoclonales suministran un méiodo aliernativo para la clasificacion de

aislados de PVY, y pueden ser dtiles en estudios taxondmicos.

El andlisis por ELISA Indirecto de extractos de hojas distintas dentro de una misma planta mostré que
las hojas inferiores fueron 1as que ofrecicron lecluras 6plimas, ¢n concordancia con la acumulacién
de proteina HC-Pro que se aprecia en andlisis por inmunoelectrotransferencia. Se comprobd asimismo
l4 funcionalidad de dos de los HC-Mabs en ELISA DAS. No se apreci6 una contribucién de HC-Pro

insoluble cn forma de inclusiones celulares a las lecturas obtenidas en ELISA, tanto Indirecto como
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DAS.

Preparaciones de componente "helper” (HC-Pro) purificado de PVY, extractos de planta inlectada con
virus v cluidos de cromatografia por FPLC de ambos tipes de muestras sc analizaron mediante
inmunoclectrotransferencia ("Western blot"), con ayuda de anticuerpos cspecificos de ¢sta profeina.
En FPLC, 1a proteina HC-Pro cluy6 mayoritariamenie a tiempos correspondientes a un peso molecular
de alrededor de 200 KDa, sugiricndo la existencia de agregados de HC-Pro de 1a forma monomérica
(unos 50 KDa) bien formando tetrdmeros, bien con otro factor. La estabilidad de csta agregacion no
se veria afeclada por la presencia de un agente reductor de grupos sulfidrilo (ditiotreitol), pero si por
el tratamiento desnaturalizante que conlleva un andlisis por SDS-PAGE. Por otro lado, ¢l HC-Pro
genera dos patrones diferentes de bandas en SDS-PAGE. Uno de ellos es inducido por la exposicion

de la proteina a extractos de tabaco sano, en ausencia de agentes reductores de grupos sulfidrilo.

Finalmenie, se ha estudiado la transmisién de virus por afidos en adquisiciones a través de membranas
0 secuenciales, en presencia de componente "helper” purificado, tratado con agentes quimicos. La
presencia de 2-Mercaptoetanol o de algunos agentes quelantes de metales no anulé 1a transmision viral,
en las condiciones experimentales. Por el contrario, la transmisién se anulé en presencia de detergentcs

16nicos.



ABREVIATURAS

AT: Transmistble por dfidos

bp: Pares dc bases

BSA; Alblimina de sucro bovino

CI: Inclusiones cilindricas

CP: Proteina de ta cépsida viral

CP Mab: Anticuerpo monoclonal contra la proteina de la cédpsida viral
CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio

DEAE: Dictilaminoetil

DIECA: Dietilditiocarbamato

DNA: Acido desoxirribonucieico

cDNA: DNA complementario

dNTP: 5° Trifosfato de desoxinucleésido

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EGTA: Etilenglicol-bis(B-aminoetileter) N,N,N*,)N"-tetracético
ELISA: Ensayo immunoenzimdtico (Enzyme linked immunosorbent assay)
ELISA DAS: ELISA doble sandwhich de anticuerpos

ELISA DASI: ELISA doble sandwhich de anticuerpos indirecto
ELISA Indirecto: ELISA con tapizado de placa por el antigeno
GUS: B-Glucurenidasa

HC-Pro: Componente ayudante o “helper”

HC Mab: Anticuerpo monocional conira el componente "helper”
HC Pab: Anticuerpo policlonal contra el componenie “helper”

[P: Intrapcritoncal
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kDa: kilodalton

Mab: Anticucrpe monoclonat

ME (2-ME): 2(B)-Mercaptoctanol

min: Minuto

ml: Mililitro

MW: Peso molecular

NAT: No transmisible por 4fidos

NI: Inclusion nuclear, formada por dos proteinas virales: Nla y Nib
nl: Nucleétido

OD: Densidad optica

oligo-dT: Acido oligodesoxitimidilico

ON: A lo largo de la noche

OPD; O-fenilen-diamino

P1, P3: Proteinas potyvirales | y 3 respectivamente
Pab: Anticuerpo policlonal

PAT: Pobremente transmisible por dfidos

PBS: 0.15M NaCl, 0.015M fosfato sédico (pH 7.4)
PBST: PBS con Tween 20 al 0.05% (v/v)

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

PEG: Polictilenglicol

PMSF: Fenilmetilsulfonilo fluoruro

poliA: Acido poliadenilico

pfv: Pesofvolumen

PVP: Polivinilpirrolidona

RNA: Acido ribonucieico

rpm: Revoluciones por minuto
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RT: Transcripcion reversa

Rubisco: Carboxilasa del difosfato de ribulosa
SDS: Dodectlsuifato sédico

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de acrilamida en presencia de SDS
sgs: Segundos

SN: Sobrenadane

Tris: Trihidroximetilaminogtano

TSM: Tampén 0.1M Tris-sulfdrico, 0.02M sulfato magnésico

U: Unidad

Vpg: Prolefna covalentemente unida al genoma viral

v/v: Volumen/volumen

Abreviaturas de virus:

PepMoV: Virus del moteado del pimiento (pepper mottle virus)

PPV: Virus de la sharka (plum pox virus)

PVA: Virus A de la patata (potato virus A)

PVC: Virus C de la patata (potato virus C)

PVY: Virus Y de la patata (potato virus Y)
Cepas: PVY®, cepa comtin. PVY", Cepa necrética de venas. PVY®, cepa de las estrfas punteadas.
Clasificacién de patotipos de Gebre-Sclassie et al., (1985): PVY-0, PVY-1, PVY-1,2.

SMV: Virus del mosaico de la soja

TEV: Virus del grabado del tabaco (tobacco ctch virus)
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I- CAPITULO PRIMERO

Introduccién general



I.1- LOS POTYVIRUS

Desde un punto de vista histdrico, los potyvirus fueron uno de los seis grupos de virus de plantas
inicialmenic reconocidos por Brandes y Wetter, cn 1959, basdndose en propiedades morfoidgicas de
las particulas virales. Desde entonces, ¢l nimero de sus miembros, asf como el conocimiento de sus
propiedades caraterfsticas, no ha cesado de aumentar (Brunt, 1992). Actualmente, tras la aceptacién
por el ICTV (Comité Internacional de Taxonomfa de Virus) de un nuevo criterio taxonémico de
clasificacién, los potyvirus tipicos se han constituido en el género Potyvirus, agrupado dentro de la
familia Potyviridae (IX Congreso Internacional de Virologia, Glasgow, 1993; Ward, 1993). Hoy en
dia, los potyvirus son el grupo de virus de plantas mds numeroso, un 30% del total, con unos 180
miembros descritos y en continuo incremento. Asfmismo son un género responsable de graves pérdidas

econdémicas en cultivos de interés agricola (Ward vy Shukla, 1991).

Durante estos dltimos afios, el conocimiento que se ha adquirido sobre la organizacién y expresién
genética de estos virus (Riechmann et al., 1992) ha compiementado los datos previos sobre las
propiedades fisico-quimicas de la particula viral y sobre sintomatologia inducida a nivel celular y de
planta (Matthews REF, 1982). Esto ha permitido relacionar a virus que compartian algunas de estas
caracteristicas, pero no todas, con los potyvirus tipicos, agrupandolos en cuatro géneros dentro de la
familia Potyviridae: Potyvirus, Rymovirus, Bymovirus e Ipomovirus, este 1ltimo aiin no definitivo

(Ward, 1993).

Una caracleristica citopatoldgica comin a todos los miembros de Ia familia es la formacién de
inclusiones cilindricas "pinwheels” en el citoplasma de las células de la planta infectada. Estas
inclusiones, de naturaleza proteica, presentan una estructura tridimensional que recuerda el aspecto de
un meoelinillo con "aspas (Rubio-Huertos v Ldpez-Abella, 1966; Edwarson, 1966). La diferente

morfologia de estas inclusiones, que varia segun los virus, ha constituido un criterio taxondmico



imporiantc para su clasificacion y agrupamiento (Edwarson, 1974a; Fenner, 1976; Edwarson, 1992).
Por otro lado, cn algunos de estos virus se ha descrito 1a induccién de cuerpos de inclusion de tipo
amorfo ¢n cl citoplasma celular (Edwarson, 1974a; De Mcjia et al.,, 1985a; Baunoch et al., 1990) o

de tipo cristalino en el micleo (Christie y Edwarson, 1978; Rubio-Huertos, 1978).

I.1.1- Caracteristicas de la particula viral. Estructura del genoma, expresién y replicacion.

Los potyvirus tienen particulas de aspecto filamentoso y flexuoso, de unos 700-900 nm de largo por
11-15 nm de ancho. En algunos de sus miembros, 1a longitud y flexuosidad de la particula viral se ve
afectada por la presencia de metales divalentes, particularmente magnesio (Govier y Woods, 1971).
El virus estd constituido por un RNA de sentido positivo de unos 9.000 nucleétidos, rodeado
helicoidalmente por unas 2.000 copias de la protefna de la cdpsida viral (CP), y con una proteina VPg
unida covalentemente a su extremo 5’ y una cola poli A en el extremo 3’ (Hari, 1981; Riechmann et
al., 1989). Este RNA codifica una tnica poliprotefna viral de m4s de 330 kDa, en una tinica fase de
lectura abierta, flanqueada por regiones no codificantes en los extremos 5’ y 3’, de unos 200 nts cada
una. La poliproteina se procesa proteoliticamente para generar los productos proteicos finales. Al
menos tres protefnas virales con actividad proteasa estdn involucradas en este procesamiento: Proteinas
P1, HC-Pro y Nla (Verchot et al., 1992; Carrington et al., 1989a; Carrington y Dougherty, 1987,
respectivamente), que se realiza co y postraduccionalmente. La Fig. 1 muestra esqueméticamente 1os

puntos de procesamiento, la actividad proteasa responsable, y los productos tedricos obtenidos.

Con respecto a su organizacion genética, el andlisis de la regién no codificante del extremo 5° del
RNA viral muestra la presencia de un motivo conservado de 12 nucleétidos (TCAACACAACAT),
presente en todos los miembros de la familia secuenciados hasta la fecha, que podria jugar un papel

en la encapsidacién o en la traduccion del RNA viral (Lain, 1989a; Atreya, 1992).



La regién no codificante del extremo 3’ es, toda clla, muy variable entre los distintos potyvirus, tanto
cn secuencia como en longitud. 1.a homologia es elevada sélamente entre aislados de un mismo virus

(Atrcya, 1992b).

Los produclos proleicos que sc obtienen del procesamicento de 1a poliproteina viral son los siguientes,

comenzando por su exiremo amino:

La protefna P1 potyviral, de 28-34 kDa. En base a una cierta homologia de secuencia entre la proteina
de movimiento del virus del mosaico del tabaco (tobacco mosaic virus, TMV), un tobamovirus, y la
region carboxilo de 1a P1 del virus del moteado de las venas del tabaco (Tobacco vein mottling virus,
TVMYV), un potyvirus, se propuso para esta protefna una funcién en la difusion célula a célula del
material genético viral (Domier et al., 1987). Sin embargo, esta homologia no ¢s cxtensiva a otros
potyvirus. Ademads, se ha demostrado que dicha regidn carboxilo presenta una actividad serin proteasa
que separa autocatalfticamente a la protefna P1 del extremo amino de la proteina siguiente, por o que
su intervencion en la difusion célula a célula de la infeccidn estd cuestionada (Verchot et al., 1991).
Esta actividad proteolitica se observa en la sintesis de poliproteina viral en planta transgénica y en
extractos de germen de trigo, pero no en lisados de reticulocito de conejo. Esto sugiere que, para su
actividad, tal vez sea necesaria la presencia de un cofactor de planta, inactivable por calor (Verchot
et al., 1992; Mavankal y Rhoads, 1992). No es capaz de actuar en trans, al menos in vitro (Verchot
et al., 1992). Su presencia en planta infectada ha sido confirmada seroldgicamente, asociada a

fracciones ricas en membranas celulares (Rodriguez-Cerezo y Shaw, 1991),

La proteina factor de transmisién, de adquisicion o componente “helper” (HC-Pro), de 48-58 kDa de
peso aparente. Esta proteina estd involucrada en el proceso de transmisién de potyvirus por 4fidos. La
proteina presenta un dominio con actividad tiol proteasa ¢n la regién carboxilo, que procesa dicho

extremo con gran eficiencia, aparentemente de forma cotraduccional. Al igual que la P1, parece



funcionar de forma exclusivamente autocatalilica, sin actividad cn trans (Carrington et al., 1989a,b;

Oh y Carrington, 1989).

Se han apreciado homologias de sccuencia cntre la proteina HC-Pro y la proteina P18 de los
Caulimovirus, que interviene en la transmisién por dfidos de este virus (Domier et al., 1987). Se ha
relacionado a la proteina HC-Pro con las inclusiones amorfas inducidas en el citoplasma celular por

algunos potyvirus (De Mejia et al., 1985b; Baunoch et al., 1990)

Proteina P3, de 38-42 kDa, y péptido 6K,, de 6 kDa. Su presencia ha sido detectada en planta
(Rodriguez-Cerezo y Shaw, 1991), como 1o ha sido la de la protefna resultante del no procesamiento
del punto de unién P3-Péptido 6K,. Mediante inmunomarcado con oro en cortes ultrafinos, se ha
observado que la P3 se localiza mayoritariamente asociada a las inclusiones cilindricas producidas por
la proteina de este nombre (CI), a la que se ha relacionado con la replicacién viral. En base a esto se
ha sugerido que Ia P3 juega un papel en la replicacién (Rodriguez-Cerezo et al., 1993). El péptido 6K,
no se ha detectado atin en planta, aunque podria asimismo estar relacionado con la replicacién viral

(Riechmann et al,, 1992).

Proteina de las inclusiones cilindricas (CI), de 70 kDa. Esta proteina forma las inclusiones
citoplasmdticas caracterfsticas de todos los miembros de la Familia Potyviridae. En estados tempranos
de infeccidn, se han localizado estas inclusiones asociadas a membrana plasmética, concretamente a
plasmodesmos, lo que llevé en su momernto a sugerir su intervencion en la propagacion de la infeccién
célula a célula (Lawson y Hearon, 1971). Se ha observado una similitud de secuencias con protefnas
helicasas (Gorbalenya et al., 1989). "In vitro" presenta actividad ATPasa y helicasa, por lo que se le

ha implicado en la replicacién viral (Lafn et al., 198%b,c y 1991).

Péptido 6K,, de 6 kDa, que junto con otras tres poliproteinas que lo contienen ha sido detectado en



planta infcclada. Medianic técnicas de inmunomarcado y de fraccionamiento celular, se le ha
encontrado asociada a fracciones membranosas, cspecialmente nucleares. Se ha sugerido que podria
jugar un papel de anclaje del complejo replicativo viral a la membrana, como ocurre en los

picomavirus {(Rcstrepo ¢t al., 1994).

Protefna "a" de las inclusiones nuclearcs (NIa), de 49-52 kDa. Presenta una actividad proteasa de tipo
serina en su region carboxilo, aungue con un residuo cisteina en lugar de serina en su centro activo
{0 una actividad tiol proteasa con estructura serin proteasa). Esta actividad procesa todos los puntos
de corte de la poliproteina con excepcidén de los dos procesados por las proteinas P y HC-Pro. El
punto de core es un heptapéptido de secuencia especifica para cada potyvirus. Actiia tanto en cis como
en trans (Carrington y Dougherty, 1987), con una gran eficiencia (Garcia et al.,, 1989). Mediante
métodos de fusién con el gen GUS, 1a protefna Nla ha sido localizada mayoritariamente en el micleo
celular, ya desde los primeros estadfos de infeccién. Se supone que esia proteina posee ¢n su extremo
amino un péptido sefial que permite su exportacion al micleo desde el citoplasma. De hecho, presenta
en dicha regién un agrupamiento de aminodcidos bésicos que podria desempefiar esa funcién (Restrepo
et al., 1990, 1992). En algunos potyvirus puede formar, junto con l1a protefna NIb (ver més adelante),

inclusiones nucleares de tipc paracristalino.

La regién amino de la protefna Nla es la protefna VPg que se une por una tirosina al extremo 5’ del
ARN viral, a través de un enlace fosfodiéster, y que forma parte de la partfcula viral (Shahabuddin et
al., 1988; Murphy et al., 1990b). Se localiza en el citoplasma de la célula vegetal. El corte que separa
la VPg de la region carboxilo de la proteina Nla es realizado en trans por la actividad serin proteasa
de dicha Nla, aunque con baja eficiencia (Dougherty y Parks, 1991; Carrington et al., 1993). Se ha
sugerido que esta proteina VPg podria estar relacionada con el inicio de la replicacién viral, pudiendo
ademds desempefiar una funcién de proteccién y estabilizacion del RNA frente a nucleasas de la planta

(Riechmann et al., 1992). Por otro lado, se ha detectado proteina Nla citoplasmdtica covalentemente



unida al RNA viral, en lugar de la VPg (Murphy et al., 1990a). Esto indicaria que 1a protefna Nla es
capaz dc rcalizar 1a funcion de la VPg en la replicacion. El hecho de que tanto la VPg como la Nla
completa no sean (ransportadas al nicleo cuando cstdn covalentemente unidas al RNA viral indicaria

que esta interaccién bloquea dicho transporte (Carrington et al., 1993).

Proteina "b" de las inclusiones nucleares (NIb), de 56-58 kDa. En base a homologfas de secuencia con
otras polimerasas de virus de RNA positivo, se ha propuesto para esta proicina la funcién de
polimerasa viral (Kamer y Argos, 1984; Allison et al., 1986; Domier et al., 1987). Al igual que la Nla,
se localiza principalmente en el niicleo celular, al que es transportada desde el citoplasma. En algunos

potyvirus forma con la Nla inclusiones nucleares paracristalinas.

Protefna de la cdpsida (CP), de 30-37 kDa. Su funcién principal es la de encapsidar ¢l RNA viral.

También se conoce su intervencién en el proceso de transmision de virus por 4fidos.

El procesamiento tedrico de la poliproteina viral daria lugar a cantidades equimoleculares de cada una
de las protefnas potyvirales, con excepcién de aquellas que son resultado de un procesamiento parcial
de las principales (péptidos 6K, y VPg). Dado que un virus necesita unas 2000 copias de 1a CP, pero
posiblemente no ia misma cantidad de proteina de movimiento o de replicasa, una falta de regulacién
diferencial de la sintesis de cada producto proteico lievarfa a una acumulacién de algunos de ellos muy
por encima de su necesidad funcional en el ciclo viral. De hecho, los Potyvirus inducen la formacién
en la c€lula de varios tipos de cuerpos de inclusién. Estas inclusiones estdn compartimentalizadas:
Algunas son especificamente citoplasméticas, otras nucleares (Lesemann, 1988), y podrian representar
agregados no funcionales de protefna sobrante.

Hasta la fecha no se conoce la existencia de mecanismos reguladores que in vivo induzcan una

produccién diferencial de cada protefna viral. Algunos estudios que analizan la distribucién en planta



infectada de distintas protefnas virales (CP, CI y HC-Pro), aprecian variaciones importantes en sus
proporciones relativas, en funcién de la cdad de la hoja y de su estado de infeccién (Suzuki et al.,
1989). Otros experimentos de acumulacién i vive de proteinas no estructurales y de la cdpsida apoyan
mais bien una produccion equimolecular de las proteinas virales (Restrepo et al., 1990; Baunoch ¢t al.,

1991).

Por otro lado, los resultados sugieren que durante 1a replicacion del virus se sintetizan cadenas de RNA
complementario al viral que actuarian de molde en la sintesis de RNA positivo (Riechmann ¢t al.,

1992; Aramburu et al., 1992).

Desde un punto filogenético, los potyvirus presentan similitudes en su organizacién y expresion
genética con otros virus de plantas, como son los como- y nepovirus, y con los picomavirus animales;
Un RNA positivo con una protefna VPg en el extremo 5° v una cola poli A en el 3°, que codifica una
proteina que se procesa proteoliticamente para generar los productos finales. El orden de los productos
génicos relacionados con la replicacién del RNA viral (CI, Nla y NIb) estd bastante conservado,
Hevando a Goldbach en 1986 a agrupar a los virus mencionados en el supergrupo de virus tipo
picoma. Sin embargo, esta similitud es parcial (Goldbach, 1987). Asf, la morfologfa de la particula
viral, flexuosa y cilindrica, es similar a la de los potex-, carla- y closterovirus, mostrando la CP
potyviral cierta homologia de secuencia con las CPs de potex- y carlavirus (Lafn, 1990). Tampoco la
posicion de la CP potyviral en el extremo carboxilo de 1a poliprotefna se corresponde con lo que se
observa en los picomavirus. Por otro lado, de las tres proteinas no estructurales corespondientes al
extremo 5’ del RNA potyviral, la primera podria estar relacionada con 1a proteina de movimiento de

tobamovirus, como ya se ha comentado anteriormente.

Estos datos han apoyado la idea de que los potyvirus son producto de una evolucién modular,

resultado de una combinacion exitosa de regiones genéticas que codifican para funcionalidades



determinadas (por ejemplo movimiento-transmisién-replicacion-encapsidacién) con distinto origen
evolutivo (Zimmem, 1987, Goldbach, 1987; Lafn, 1990; Ricchmann, 1992; Ward, 1993), Este
fendmeno se podria producir mediante recombinacién no homdloga, originada por un cambio de molde
de lectura durante la replicacién. Fenémeno que s¢ ha propuesto como explicacidn a la observacién
de que un gen previamente insertado en el genoma de un potyvirus se delecciona espontdneamente

(Dolja et al., 1993).

1.2- DISEMINACION DE LOS POTYVIRUS EN LA NATURALEZA

Los virus del género Potyvirus se transmiten por édfidos, aunque la transmisibilidad de algunos
miembros del género no ha sido estudiada. En general, cada virus puede ser transmitido por numerosas
especies de 4fidos, aunque hay excepciones (Karl et al.,, 1992). Sus parientes los Rymo, Bymo, e

Ipomovirus son transmitidos por 4caros, hongos y aleurddidos (mosca blanca) respectivamente.

Los 4fidos son el grupo mds importante de insectos vectores de virus de plantas (Harris, 1991). De
los varios miles de especies conocidas, algunas de los géneros Aphis, Myzus y Macrosiphum son
responsables de la difusién de la mayor parte de los potyvirus que causan dafios en cultivos (Eastop,
1977). Estas especies son gregarias y forman colonias en las plantas infectadas. Su ciclo de vida anual
comienza en la primavera. De huevos depositados antes del invierno nace una hembra fundatriz, de
la que van a originarse sucesivas generaciones de hembras por partenogénesis, que van a pasar a lo
largo de su vida por varios estadfos de desarrollo. También aparecen hembras aladas capaces de volar,
espectalmente si las condiciones de supervivencia se deterioran. Al final del ciclo anual se desarrolian
individuos aptos para la reproduccién sexual, gue producirdn huevos a partir de los cuales se iniciard
el siguiente ciclo (Dixon, 1985). Si las condiciones ambientales lo permiten, €l ciclo partenogenético
no se interrumpe en invierno, 1o que es el caso en la mayor parte de nuesiro pafs, teniendo esto

implicaciones importantes en la dindmica de las epidemias virales.



Los dfidos se alimentan de la savia de las plantas sobre las que viven. Para ello estdn dotados de un
aparato chupador muy cspecializado compuesio de labro, labium y estilete. EI estilete, formado por
dos mandibulas y dos maxilas, s muy flexible v presenta un canal salivar y otro alimenticio (Forbes,
1977). En las inserciones del estilete en la planta, el dfido secreta continuamente saliva de modo que
et estileic avanza envuelio en una vaina gelosa de saliva. 1.os dfidos realizan dos tipos de inserciones
en la planta: Unas inserciones breves iniraceiulares llamadas de prueba, que afectan a las células
cpidérmicas, y unas inserciones largas, en las que el estilete busca el floema. Una vez alcanzado, el

dfido permanece alimentdndose en el mismo punto durante largo tiempo (LOpez-Abella et al., 1988).

I.2.1- Tipos de transmisién por #fidos. El concepto de no persistencia

Los potyvirus son transmitidos por &fidos de modo no persistente. Esto significa que el 4fido es capaz
de adquirir el virus en una insercién breve de segundos a minutos de duracién, manteniendo la
capacidad de transmitirlo por un tiempo también breve, de minutos a pocas horas, y pudiendo

inocularlo inmediatamente tras la adquisicion.

El concepto de no persistencia se ha ido elaborando histéricamente en un intento de clasificar los
distinios tipos de transmisién de virus vegetales por sus veciores. Watson y Roberts en 1939,
clasificaron a los virus como no persistentes (el vector mantiene la capacidad de transmitir él virus
unas horas tras la adquisicién de éste) y persistentes (el vetor mantiene la capacidad de transmisi6én
largo tiempo, de semanas a de por vida). En 1956, Sylvester introdujo ¢l concepto de semipetsistencia
para denominar aquellos casos en los que la capacidad del vector de transmitir ¢l virus se mantiene

un tiempo intermedio de dias.

La clasificacion propuesta por Harris en 1991, distingue entre virus circulativos, que atraviesan las

barreras del canal digestivo del vector, encontrdndose en la hemolinfa y en glindulas del mismo, y



virus no circulativos, que no salen del canal alimenticio del vector. Si el virus circulativo es capaz de

multiplicarse en el vector ¢s, ademds, propagativo.

Los virus circulativos se iransmiten de modo persistente. Los vims no circulativos pueden transmitirse
de manera no persistente o semipersistente. En esta dltima, el vector puede mantener la capacidad de
transmitir ¢! virus de horas a varios dfas, y la eficiencia de la transmisién se incrementa con el tiempo
de alimentacién del vector en la planta infectada y con el tiempo de inoculacién en la planta recepiora,
lo que indica que el floema, mis que las células epidérmicas, estd relacionado con la infeccién viral.
Algunos virus presentan dos mdximos de transmision a lo largo del tiempo en que el vector permanece

virulifero. Se ha denominado a este fenémeno transmision bimodal.

La transmisién no persistente por 4fidos representa un desaffo a las estrategias de prevencion y control
de enfermedades virales en cultivos de importancia econdémica. Su modo de alimentacion con
inserciones cortas, de pocos segundos, y su capacidad de inocular €l virus a plantas sanas también
mediante inserciones cortas, hace que el uso de insecticidas, de repelentes y de otros controles
quimicos pueda, no s6lo no evitar Ia difusion de la infeccion, sino aumentarla, al favorecer un mayor
desplazamiento planta a planta de los afidos (Webbs y Linda, 1993; Marco, 1993). Por otro lado, a
pesar det concepto de no persistencia, se conocen casos de dfidos que mantienen la capacidad de
transmitir un potyvirus varios dfas, lo que aumenta las posibilidades de difusién de un virus a larga

distancia mediante estos vectores (Zeyen y Berger, 1990).

1.2.2- El componente ayudante o "helper" (HC-Pro) en la transmisién de los potyvirus por dfidos

El concepto de factor de transmisién, componente ayudante ¢ "helper” se remonia a los estudios con
aislados del virus del mosaico aucuba de 1a patata (PAMY), un potexvirus. Este virus era transmitido

por dfidos sélamente a partir de plantas infectadas simultdneamente con el virus A de la patata (PVA),
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o con el virus Y de la patata (PVY), ambos potyvirus. La infeccidn con el segundo virus era el factor
ayudante necesario en la transmision del lsAMV (Kassanis, 1961). En 1971, Kassanis y Govier
establecieron el concepto de componente "helper” al demostrar que el virus C de la patata (PVC, un
aislado no transmisible de PVY), podfa ser transmitido por 4fidos si éstos se alimentaban
sccuencialmente, primero en una plania infectada con PVY y después en una planta infectada con

pPvC.

En 1964, Pirone desarrolld una técnica en la que los dfidos s¢ alimentaban de soluciones azucaradas
mediante inserciones a través de membranas artificiales de parafilm tensadas (Fig. 2). Con este
sistema, 4fidos alimentados con PVY purificado no eran capaces de transmitir el virus, aungue sf lo
¢ran cuando se alimentaban de plantas infectadas con PVY (Pirone y Megahed, 1966). Posteriormente
se observo que si se suplementaba PVY purificado con extracto de planta infectada, libre de virus,
entonces los 4fidos ¢ eran capaces de transmitirlo (Govier y Kassanis, 1974a; Gévier et al., 1974b),
De este modo se determiné que, para su transmisién, los potyvirus necesitan de un componente
"helper” distinto de la propia partfcula viral, que aparece en la planta como consecuencia de la

infeccidn viral.

La purificacién parcial de componente "helper” de PVY a partir de extractos de planta permitié
determinar su naturaleza proteica, ya que la actividad "helper” de estas preparaciones desaparecia tras
su incubacién con proteasas, pero no con ribonucleasas (Govier et al., 1977). Posteriormente
Thombury y Pirone (1983), determinaron que los componentes "helper” (HC-Pro) inducidos en planta
por la infeccién de dos Potyvirus (PVY y TVMYV) cran serolégicamente distintos. Esto sugeria que
se trataba de una protefna viral, y no de una protefna de planta inducida por la infeccidn. Este origen
viral fué confirmado por la identificacién serol6gica de un producto de la traduccién "in vitro" de
RNA potyviral (Hellmann et al., 1983). La protefna HC-Pro ha sido purificada hasta Ia homogeneidad

mediante cromatografia de afinidad por Thornbury et al.,(1985).
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Recientemente, ¢l HC-Pro ha sido expresado en bacteria y en baculovirus, pero no ha resultado
funcional (Pirone, comunicacién personal; Thombury et al., 1993). En cambio, plantas transgénicas
expresando las tres primeras proteinas del genoma potyviral si han sido capaces de producir HC-Pro
activo (Berger et al., 1986). Esto ha llevado a pensar en 1a posible implicacion de factores de la planta
cn el correcto procesamiento y maduracion de la forma bioldgicamente activa del HC-Pro o incluso

en el propio proceso de transmision (Thombury et al., 1993).

Respecto de la estructura de la molécula bioldgicamente activa, se ha propuesto que sc trata de un
dimero de la protefna monomérica en base a los resultados obtenidos en el fraccionamiento de la
actividad "helper" mediante HPLC de muestras purificadas (Thombury et al., 1985). Se ha sugerido
ademds que el componente "helper" activo podria estar glicosilado, y que a través de estos azicares
interaccionaria con receptores del dfido (Berger y Pirone, 1986). Se ha propuesto incluso un sitio
putativo de glicosilacién (Lafn, 1990). La glicosilacién del HC-Pro requeriria un procesamiento..

postraduccional con transporte al lumen del reticulo mediante una sefial de transporte.

En realidad, no se conocen con certeza los extremos amino y carboxilo reales de la protefna HC-Pro
activa, puesto que ésta ha sido refractaria a varios intentos de analizarla por degradacién de EDMAN
(Mavankal y Rhoads, 1991; T. Canto, observacién personal). S{ puede ser analizado por degradacién
de EDMAN, en cambio, el producto que se obtiene traduciendo RNA potyviral en extractos de germen
de trigo, como consecuencia de la actividad proteasa de 1a P1 (Mavankal y Rhoads, 1991). Producto
que presenta un tamafio similar al del HC-Pro, que reacciona serolégicamente con anticuerpos contra
dicho HC-Pro, pero que no es funcional en la transmisién por dfidos de partfculas virales. Esto sugiere

que el HC-Pro sufre in vivo una maduracién que no se produce in vitro.

La proteina HC-Pro presenta un dominio con actividad tiol proteasa en su extrerno carboxilo. Esta

actividad, ademds de intervenir en el procesamiento de la poliprotefna viral podria estar implicada en
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el mecanismo de transmision (Shaw et al., 1990).

Por otro lado, los trabajos de andlisis comparativo de la sccuencia aminoacidica del HC-Pro de PVC
(Thormbury et al., 1990), que no ¢s funcional, junto con los resultados obtenidos mediante mutagénesis
dirigida sobre los genes de los componenies "helper” de TVMV y del virus del grabado del tabaco
(tobacco etch virus, TEV) indican que en la regién amino de la proteina se¢ encuentran aminodcidos
esenciales para la transmisién, y sugieren gque esa regién, que contiene un agrupamiento de cisteinas
muy conservado, podrfa representar un dominio funcional relacionado con la misma (Atreya et al.,

1992a; Dolja et al,, 1993; Awreya y Pirone, 1993).

Como apuntan Robaglia et al., {1989), este agrupamiento de cistefnas presenta una cierta similitud con
los motivos de dedos de zinc ("Zinc finger") de factores que regulan la expresién de genes, y que
también pueden intervenir en ia dimerizaci6n de proteinas comb formas bioldgicamente activas. De
hecho, el HC-Pro podria ser capaz de unirse a 4cidos nucleicos, pues ha sido purificado por adsorcién

a oligo-dT (Thombury et al., 1985).
1.2.3- La particula viral en la transmision de los potyvirus por afidos

Se conoce desde hace tiempo la existencia de aislados de potyvirus que no son transmisibles por
dfidos. aunque sean supiementados con HC-Pro funcionalmente activo, 1o que llevé a sugerir que la
protefna de la cépsida viral influye en la transmisibilidad del virus (Sako, 1980; Pirone y Thombury,
1983). Los extremos amino y carboxilo de la CP se exponen en la superficie de la partfcula viral
(Dougherty et al.,, 1985; Shukla et al., 1988a). Estos extremos amino y carboxilo constituyen las
regiones de secuencia més variable de la CP, frente a la zona central que est4 mds conservada entre
distintos potyvirus (Shukla et al., 1989). Asf, en la CP se define un dominio central implicado en la

interaccién con el RNA viral y la encapsidacién del mismo, y unos dominios variables que se
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proyectan en el exterior de la particula, caracterfsticos de cada virus. La eliminacién por medios
proteoliticos de estos extremos protuberantes altera la transmisibilidad e infectividad del virus

(Salomon y Raccah, 1990; Lépez-Moya, 1993).

Los irabajos de Atreya et al., (1990) y Atreya et al., (1991), han demostrado que una corta secuencia
de tres aminodcidos (DAG) situada en el extremo amino de la CP es esencial para la transmision,
especialmente la glicina. El motivo se conserva en todos los potyvirus trasmisibles por 4fidos

conocidos hasta la fecha (Harrison y Robinson, 1988).

La importancia del triplete DAG en la transmisién mediada por HC-Pro potyviral se pone de
manifiesto en el hecho de que la presencia de este triplete en el extremo amino de la CP del PAMV
sea la causa de su transmisibilidad por dfidos, pese a ser un potexvirus, grupo de virus que no son

transmitidos naturalmente por esios insectos (Baulcombe et al., 1993).

Por otro lado, se ha observado que un potyvirus no transmisible a causa de una alteracién ¢n el triplete
DAG, puede ser transmitido por dfidos cuando éstos se alimentan de plantas doblemente infectadas
con este virus y con un potyvirus transmisible, o cuando el virus infecta plantas transgénicas que
expresan la CP de un potyvirus transmisible. Esto es posiblemente debido, en ambos casos, a

fenémenos de heteroencapsidacién (Bourdin y Lecoq, 1991; Lecoq et al., 1993).
1.2.4- Posibles formas de actuacién del componente "helper”

Se han propuesto varias hipdiesis sobre la forma de actuacién del componente "helper” en la
transmisién de virus por dfidos: El HC-Pro interaccionarfa a modo de puente, por un lado con la
particula viral, y por otro con receptores del tracto digestivo anterior del 4fido, reteniendo al virus en

esa zona (Govier y Kassanis, 1974b). EI HC-Pro protegeria al virus de la inactivacion por factores
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presentes en el tracto digestivo del 4fido mientras permaneciera en el mismo (Lopez-Abella et al.,
1981). Finalmente, el HC-Pro permitiria la infeccién de la planta receplora, una vez el virus es liberado
por ¢l dfido en la misma (Pirone y Kassanis, 1975). Las tres hipdtesis podrian a un tiempo ser
correctas. A favor de las dos primeras esid ¢l hecho de que para que ocurra la transmisién, los afidos
deben tomar ¢l HC-Pro previamenic 0 en combinacién con la particula viral, nunca después (Govier

y Kassanis, 1974a).

1.3- El VIRUS Y DE LA PATATA (PVY)

El virus Y de la patata (potato virus Y, PVY), es la especie tipo del género Potyvirus. Infecta a gran
nimero de especies vegetales (mds de 115 segin Edwarson et al., 1974b), principalmente de 1a familia
Solanaceae, afectando a cultivos de tanta importancia econémica como la patata, €l tomate, el tabaco
o el pimiento. El virus tiene una distribucién mundial y causa graves dafios a estos cultivos, que

afectan al rendimiento y calidad de las de las cosechas.

La sintomatologfa inducida por PVY en ptanta infectada es muy variable dependiendo del aislado viral
y de 1a especie vegetal: mosaico, aclaramiento de venas, enanismo, manchas necréticas, marchitamiento
v necrosis. A nivel citopatoldgico, ademds de las inclusiones cilindricas tipicas de todos los potyvirus,
PVY parece inducir inclusiones amorfas citoplasmiticas que han sido serolégicamente relacionadas

con el componente “helper” (Baunoch et al., 1990).

Se han realizado dos intentos importantes de agrupamiento de aislados de PVY: Uno basado en
sintomas inducidos en N. tabacum cvs. White Burley y Samsun NN, en S. tuberosum cv. Duke of
York y en Physalis floridana, que distingue tres grupos principales: PVY®, cepa comiin; PVYY, cepa
necrética de venas en tabaco; y PVY", cepa de las estrfas punteadas (De Bokx y Huttinga, 1981). Otro

agrupamiento, en patotipos, fué desarrollado por Gebre Selassie et al., en 1985, utilizando aislados de
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PVY franceses de pimiento y patata. Distingue tres patotipos de virus en base a la resistencia de
variedades indicadoras de pimiento (C. annuum) a ser infectados por 10s mismos. Asi, el patotipo
PVY-0 es capaz de infectar la variedad "Yolo Wonder”, pero no las variedades "Yolo Y™ ni "Florida
VR-2". El patotipo PVY-1 infecta las variedades "Yolo Wonder" y "Yolo Y" pero no la variedad

"Florida VR-2". Finalmente el patotipo PVY-1-2 infecla a las tres variedades de pimiento.

Desde un punto de vista serolégico, se han elaborado anticuerpos monoclonales contra la CP viral que
se han mostrado capaces de distinguir entre aislados de PVY (Gugerli y Frfes, 1983; Rose y Hubbard,

1986; Sanz et al., 1990).

En 1989, Luis Arteaga, en un estudio sobre las virosis que afectan a cultivos de pimiento al aire libre
en nuestro pafs, caracterizé varios aislados de PVY de acuerdo a la clasificacion en patotipos de Gebre
Selassie et al., (1985). La mayoria de los aislados se englobaron en el patotipo PVY-0, con la
excepcion de uno, que lo fué en el patotipo PVY-1. Tres de los aislados de PVY utilizados en la

presente tesis doctoral tienen su origen en estas muestras de campo.

I.4- OBJETIVOS

La incidencia econémica que tienen las infecciones por potyvirus en numerosos cultivos de interés
agricola, tanto protegidos como en campo abierto, justifica el estudio de la transmisién de forma no
persistente de estos virus por dfidos. El objetivo tltimo serfa el desarrollo futuro de nuevos métodos

de control basados en la interferencia con su modo de propagacién en la naturaleza.

Para ello resulta fundamental avanzar en el conocimiento de la compleja interaccién virus-vector-planta
que conlleva la transmisién no persistente. El estudio de uno de los factores virales requeridos, el

componente "helper”, y el desciframiento de su papel en la transmision contribuird a alcanzar este
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objetivo.

PVY es un virus que infecta solandceas de fdcil mantenimiento en ¢l invernadero, como cl tabaco, el
tomate, ¢l pimiento o la patata. Virus y componente "heiper" pueden ser purificados (Moghal y
Francki, 1976; Thombury et al., 1985), a diferencia de lo que ocurre con otros potyvirus ¢n los que
la purificacién de HC-Pro no ha sido lograda (Pirone y Thombury, 1983; Ravelonandro et al., 1992).
Finalmente, este virus ha sido utilizado en muchos estudios previos sobre la transmision de los
polyvirus. Todo esto, unido a la importancia econémica del virus, hace de PVY un modelo idéneo para
el estudio del mecanismo de transmisién de los potyvirus por dfidos, y es el motivo de su eleccién

para el presente estudio.
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L.5- FIGURAS



Fig. 1 Representacion csquemdtica del RNA viral de los potyvirus y de los productos proteicos

generados en el procesamiento de la poliproteina que codifica.

Fig. 2 Técnica de alimentacién de pulgones a través de membranas de parafilm.
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II- CAPITULO SEGUNDO

Transmisién por dfidos de aislados del virus Y de la patata: Caracterizacién de dos aistados no

transmisibles con deficiencias en sus componentes "helper"



IL.1- INTRODUCCION

Los potyvirus son transmitidos en la naturaleza de modo no persistente por dfidos (Harris, 1991). Hasta
la fecha se conocen dos protefnas virales implicadas en el proceso de transmisién: la proteina de la
cdpsida viral (CP), y una proteina no estructural, el componente "helper” (HC-Pro) (Pirone y
Thombury, 1983). Sin embargo, el papel que desempefia cada una de estas protefnas en el proceso de

transmisién no ha sido todavia aclarado.

Actualmente se conocen tres potyvirus no transmisibles a causa de deficiencias en sus componentes
"helper”; un aislado de PVY, el virus C de la patata (potato virus C, PVC) (Thombury et al., 1990)
y dos aislados del virus del mosaico amarillo del calabacin (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV),

aislados E15-PAT y R5A-PAT (Lecoq et al., 1991; Granier et al., 1993).

Por otro lado, alteraciones puntuales en un triplete de aminoécidos (DAG) de 1a regién amino variable
de la protefna de la cdpsida, afectan a la transmisibilidad viral (Atreya et al., 1990). Se conocen varios
potyvirus no transmisibles que presentan sustituciones aminoacidicas en este triplete: Enire otros, un
aislado del virus del moteado de las venas del tabaco (tobacco vein mottling virus, TVMV-NAT), del
virus del grabado del tabaco (tobacco etch virus, TEV-NAT), del virus del mosaico del nabo (tumip
mosaic virus, TuMYV 31), del virus de la sharka (plum pox virus, PPV-NAT), del virus del mosaico
de la soja (soybean mosaic virus, SMV-N), y el aislado ZYMV-NAT, con secuencias DAE, DAS,

DAN, DAL, DAD y DTG en lugar de DAG, respectivamente (Atreya et al., 1991).

Asi, un potyvirus transmisible por 4fidos puede dejar de serlo a causa de alteraciones en su CP, en su

HC-Pro o en ambos a la vez, como podria ser el caso del aislado TuMoV 31 (Nakashima et al., 1993)

En este trabajo se caracteriza la transmisibilidad por 4fidos de cuatro aislados de PVY. Se estudia la
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falta de transmisibilidad de dos de estos aislados y si ésta €s causada por alteraciones funcionales en

sus protefnas de 1a cdpsida o en sus componentes "helper”.

11.2- MATERIALES Y METODOS

11.2.1- Aislados virales y plantas hospedantes

Los aislados PVY-0, PVY-0 NAT, PVY-1 y PVY-N fueron suministrados por ¢l Dr. F. Ponz (CIT-
INIA, Madrid). Estos aislados proceden de muestras de virus recogidas en cultivos espafioles de
pimiento por la Dra, Luis Arteaga, y clasificadas de acuerdo a Gebre Selassie et al., (1985), que han
sufrido sucesivos pases en tabaco y pimiento (Soto et al., 1994), El aislado PVY-0 fué suministrado
infectando tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi nc), mientras que el aisiade PVY-0 NAT lo fué
infectando pimiento (Capsicum annuum L. var. Yolo Wonder), con la consideracién de que en ambos
casos se trataba del mismo aislado viral, PVY-1, suministrado infectando tabaco (N. tabacum L. cv.

Xanthi nc), fué filtrado por pimiento var. Yolo Y para obtener el aislado con el que se ha trabajado.

PVY-N ¢s un aislado francés de secuencia conocida (Robaglia ¢t al., 1989).

El aislado PVY-C31 fué suminisirado por el Dr. G. Adams, del Biologische Bundesanstait,

Braunschweig, Alemania.

Para la propagacion de los virus, se utilizaron plantas de tabaco (N. fabacum L. cv. Xanthi nc) que

fueron inoculadas mecédnicamente o por 4fidos.

Inoculacién mecénica: Frotando sobre una hoja espolvoreada con celita un extracto de planta infectada

o virus purificado diluidos en tampén fosfato sédico 0.02M pH 7.
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Inoculacién por 4fidos: Se empled un clon de la especie Myzus persicae Sulz, mantenido sobre plantas
no infectadas de pimiento var. Yolo Wonder en una cdmara a 20-22 °C, con una humedad relativa del

70% y un fotoperiodo de 16 horas.

I1.2.2- Microscopia electronica

Muestras de virus purificado y extractos de planta infectada se observaron en el microscopio
electrénico (Philips EM-300) mediante tinciones negativas, obtenidas diluyendo en proporcién 1:1 la
muestra a analizar con una sclucién acuosa de acetato de uranilo o de 4cide fosfotlingstico, ambos al

2%.

Alteraciones celulares inducidas por los virus se observaron en cortes ultrafinos de pequefios trozos
de hojas en los que los sfntomas eran més patentes. Las muestras de hojas fueron sometidas a un
proceso de fijacién con glutaraldehido at 5% seguido de tetréxido de osmio al 2% en tamp6n fosfato
sédico 0.1M pH 7, de deshidratacién en concentraciones crecientes de acetona y de infiltracién con
resina epoxi (Durcupan ACM, Fluka). Una vez polimerizada la resina, se hicieron los cortes ultrafinos
con un ultramicrotomo LKB III 8.800, y se tifieron con citrato de plomo y acetato de uranilo (Hayat,
1986). Para su observacion, los cortes se colocaron sobre rejillas de cobre de 200 mesh recubiertas de

una pelicula de formvar reforzada con carbén vaporizado.
I1.2.3- Purificacién de virus y de componente "helper"

Los virus se purificaron de acuerdo a los métodos descritos por Mogha! y Francki, (1976) y Murphy
(comunicacién personal), y €l HC-Pro como describen Thombury et al., (1985). En los tres casos a
partir de hojas de tabaco (N. tabacum L. cv. Xanthi nc) sistémicamente infectado, 14-30 dias después

de la inoculacién. Los tres protocolos de purificacién se describen en el anexo de este Capftulo,

20



11.2.4- Serologia

En las plantas utilizadas en cnsayos de transmision se comprobo la infeccion viral mediante la técnica
ELISA DAS (Clark y Adams, 1977). Las plantas de ensayo se analizaron transcurridos 14-20 dfas del
experimento de transmisién. Sc utilizé un "kit" de anticuerpos monoclonales (Mabs) conira la CP de
PVY eclaborado por INGENASA S.A. (Mabs 10E3, 12C4 y 10E3 conjugado con biotina) (Sanz et al.,
1990), que reconocian a todos los aislados de PVY utilizados en los experimentos de transmision, y
un Mab que reconocfa especificamente al aislado PVY-N (Mab. C9), {Gugerli y Fries, 1983). La
reaccién se desarrollé usando estreptavidina conjugada con peroxidasa de rdbano (Sigma}. La solucién
sustrato contenfa OQ-fenilen-diamine (OPD) y H,0,, y se midié la absorvancia a 492 nm (OD,,)

(Kendall et al., 1983).

Se elaboré un suero policlonal de conejo contra el HC-Pro del aislado PVY-0 (HC-Pab) con el fin de
poder detectarlo serol6gicamente, a partir de protefna elufda de geles de acrilamida. El procedimiento

se detalla en el Capitlo IIL

I1.2.5- Transmisiones por dfidos

Los experimentos de transmisién se hicieron con plantas de tabaco bajo luz fluorescente blanca, a
temperatura ambiente. Grupos de 40 dfidos (Myzus persicae Sulz), mantenidos en viales de vidrio las
2-3 horas previas al expenimento, eran situados con ayuda de un pincel sobre una hoja de la planta
infectada o sobre la membrana de parafilm, donde se les permitia hacer pruebas de adquisicién durante
un periodo de 10 minutos. Posteriormente, diez &fidos eran transferidos a cada planta de ensayo donde,
como perfodo de inoculacién, permanecian hasta el dia siguiente, en el que eran eliminados

pulverizando las plantas con insecticida (Pirimicarb, ICI-Zeltia)
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Se realizaron tres tipos de transmisiones:

11.2.5.1- Transmisiones de planta a planta. Los ifidos sc alimentaban en una hoja jéven de una
planta de tabaco infectado, inoculada 10-20 dfas antes del experimento, colocada sobre papel de filtro

humedecido en una placa Petri. Después se les transferia a las plantas de ensayo.

I1.2.5.2- Transmisiones de adquisicién a través de membranas. Los dfidos se alimentaban a través
de membranas tensadas de parafilm en una mezcla de purificados de virus (200 pg/ml) y de HC-Pro
(sin diluir o a dilucién 1/2), en tampén 0.2M tris-sulfirico pH 7.2, 0.02M MgSO, (TSM) con un 20%

(p/v) de sacarosa. Se analizaron combinaciones de virus/HC-Pro homdlogas y heterlogas.

Antes de su uso en los ensayos de transmisién de PVY, se analizaron las muestras de virus y de HC-
Pro purificadas en geles SDS-PAGE del 12.5% (Laemmli et al., 1974). Asfmismo, la actividad
biolégica de las preparaciones de HC-Pro fué previamente testada en transmisiones por membranas
utilizando virus del grabado del tabaco purificado (tobacco etch virus, TEV) altamente transmisible,

suministrado por el Dr. T.P. Pirone.

I1.2.5.3- Transmisiones secuenciales. Los dfidos se alimentaban a través de membranas de parafilm
tensadas en una solucién conteniendo HC-Pro purificado (sin diluir 0 a dilucién 1/2) en TSM-sacarosa,
antes de colocarlos sobre una hoja de tabaco infectado con un aislado no transmisible. Sobre la hoja
s¢ les permitia un tiempo de alimentacién adicional de 10 minutos, antes de ser transferidos a las
plantas de ensayo. Esta misma hoja de tabaco infectado se usaba también en un experimento

convencional de transmisién planta a planta que servia de control negativo.
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I1.2.6- Andlisis por inmunoelectrotransferencia del HC-Pro en preparaciones purificadas y en

extractos de hoja infectada.

Preparaciones de HC-Pro purificado y extractos de hojas de tabaco Xanthi nc infectado con PVY, se
analizaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida desnaturalizantes por SDS (SDS-PAGE) de
gradiente  (4,5%-gel concentrador, gradiente del 5 al 15%-gel separador) seguido de
immunoelectrotransferencia ("Western blot™) a membranas de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979). Tras
la transferencia de las proteinas, las membranas se bloquearon con leche desnatada al 5% en 0.15M
cloruro sédico, 0.015M fosfato sédico, pH 7.4 (PBS) durante 2 horas y se incubaron con el anticuerpo
HC-Pab en la misma solucion (1 pg/ml). Como segundo anticuerpo se utilizé uno de cabra anticonejo

conjugado con peroxidasa (Nordic Immunology).

Los extractos de hoja se obtuvieron macerando tejido de hoja fresca (1/10 p/v) bien en PBS o bien
en PBS conteniendo un 1% de 2-mercaptoetanol (2-ME). A continuacién se clarificaron a 6000 rpm
15 sgs en una microfuga Eppendorf. Las muestras se adicionaron con 2-ME hasta el 1% (v/v) cuando
este agente no estaba presente en el tampdn de extraccién. Finalmente, se afiadié SDS hasta el 2% y

glicerol hasta el 10% (v/v) y las muestras se calentaron 5 min a 100°C.

I1.2.7- Andlisis de 1a acumulaciéon de HC-Pro en hoja infectada

Se utiliz6 el sistema ELISA Indirecto (tapizado de placa con el antigeno) (Converse y Martin, 1991)
utilizando el anticuerpo HC-Pab, para comparar las cinéticas de acumulacién de los componentes
"helper” codificados por los aislados PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1, en una hoja de tabaco durante

una infeccion sistémica.

Para cada aislado viral, quince plantas fueron inoculadas mecdnicamente en dos hojas consecutivas con
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alfcuotas iguales (20 pl/hoja) de extracto de planta infectada. A los 2,4,6,10 o 14 dfas postinoculacidn,
Ia hoja inmediatamente superior a las dos inoculadas se cortd, pesé y congeld a -80°C. Tres hojas de

tres plantas diferentes se recogieron en cada tiempo.

La hoja congelada entera se macer6 en PBS (1/5 p/v) con 0.05M PMSF. Cada extracto se centrifugd
a 6000 rpm 15 sgs en una microfuga Eppendorf, se diluyé 1:1 en tampon Na-carbonato pH 9.6 y se

analizé en ELISA Indirecto utilizando el anticuerpo HC-Pab.

Los extractos fueron también analizados por "Westem blot" y por ELISA Indirecto utilizando un Mab
contra la CP viral de PVY (Mab 10E3 de INGENASA, S.A.). Para ello, alicuotas de los tres extractos

correspondientes a un mismo tiempo se combinaron en cantidades equivalentes (100 pl).

Las placas de ELISA se tapizaron con el extracto (100 ul/pocillo) durante toda la noche a 4°C, después
se incubaron dos horas a 30 °C con ¢l anticuerpo HC-Pab (1 ng/ml) o con el Mab 10E3 en PBS con
Tween-20 al 0.2% (PBS-T) y 0.3% de leche desnatada, y finalmente se incubaron otras dos horas a
30°C con un anticuerpo de cabra anticonejo ¢ antirratén conjugado con peroxidasa respectivamente.
La solucién sustrato contenfa O-fenilen-diamino (OPD) y H,0,, y se midio la absorvancia a 492 nm

(OD,yy) (Kendall et al., 1983).

I1.3- RESULTADOS

I1.3.1- Sintomatologia y ultraestructura de células infectadas

Los cuatro aislados (PVY-0, PVY-0 NAT, PVY-1 y PVY-N) provocaron unos sfntomas similares en

tabaco (N. tabacum cvs. Xanthi nc, White Burley y Samsum), un mosaiceo leve sistémico, PVY-N no

provocé la necrosis de venas caracteristica del grupo N (Fig. 1A).
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En pimicnto (Capsicum annuum), los cuatro aislados, incluido PVY-N, mfectaron sistémicamente a
la varicadad Yolo Wonder, provocando mosaico y defoliacién parcial. Los aislados PVY-0 y PVY-0
NAT no infeclaron sistémicamente a ia variedad Yolo Y, mientras que PVY-1 s{ lo hizo, como ¢ra
de esperar por su caracterizacion, provocando unos sfntomas similares a los observados en la var. Yolo

Wonder (Fig. 1B).

En Physalys floridana, los cuatro aislados produjeron mosaico sistémico, seguido de marchitamiento,

necrosis apical y muerte de la planta (Fig. 1C).

En N. benthamiana, 10s cuatro aislados indujeron infeccién sistémica con mosaico de manchas
clor6ticas, retorcimiento de hojas, multiplicacién de tallos laterales y de inflorescencias. En la mayor

parte de los casos se observé necrosis apical y muerie de la planta (Fig. 1D).

En observaciones al microscopio electrénico de la ultraestructura de células infectadas, 1a infeccién
por los diferentes aislados de PVY indujo 1a acumulacién de inclusiones citoplasméticas cilindricas
caracteristicas "pinwheels” con forma de roseta de radios curvos, en seccidn transversal, 0 de haces,

en secciones longitudinales (Figs. 2A y 2B)

I1.3.2- Andlisis de HC-Pro y de virus purificados

En el andlisis electroforético de preparaciones de HC-Pro purificade se observa, en tincién con
Coomasie R-250, la presencia de una banda con un peso molecular (MW) de alrededor de 50 kDa
correspondiente a 1a proteina HC-Pro, no presente en preparaciones equivalentes obtenidas a partir de
tejido de planta sana. Aparecen ademds, bandas contaminantes correspondientes a protefnas de la planta
que copurifican con el HC-Pro (Fig. 3). La banda HC-Pro se observé en preparaciones obtenidas de

plantas infectadas con PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-N, no consiguiéndose detectarla en preparaciones

25



de HC-Pro del aislado PVY-1, a pesar de los repetidos intentos de purificacion (Fig. 4A).

Los rendimientos de purificacion de virus, medidos espectrofotométricamente, dieron valores entre (.9
y 2 mg/100 g de tejido vegetal fresco, para los diferentes aislados de PVY, siguiendo cualquiera de
los dos métodos de purificacién utilizados. En observaciones al microscopio electrénico de muestras
de virus purificado las particulas virales aparecian con la forma alargada y flexuosa caracteristica de

los potyvirus (Fig. 2C).

En el andlisis electroforético de muestras de virus purificado, obtenidos siguiendo el método de
Murphy se observa la CP viral como una banda de atrededor de 35 kDa en todos los aislados, excepto
en ¢l aistado PVY-N en la que es ligeramente menor (33 kDa) (Fig. 4B). En cambio, cuando se
analizaron purificados virales obtenidos siguiendo el método de Moghal y Francki, la CP aparece como
una doble banda (Fig. 5), hecho que ya habfa sido previamente observado (Soto, M.J., comunicacién
personal), y con la banda de menor MW comigrando con la inica obtenida al analizar virus purificado
segiin Murphy. Se detectaron también algunas bandas minoritarias de MW elevado que posiblemente
representan agregaciones de 1a CP, puesto que reaccionan serolégicamente con Mabs contra la proteina

de cubierta (no s¢ muestra).

Ambos tipos de purificados virales se utilizaron indistintamente en los ensayos de transmision.

I1.3.3- Transmisiones por afidos

11.3.3.1- Transmisiones de planta a planta.

Las transmisiones por dfidos de planta infectada a planta sana resultaron aitamente positivas en el caso

de los aislados PVY-0 y PVY-N: 34/40 y 30/38 respectivamente (n® de plantas que resultaron
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infectadas sobre el total). Por el contrario, 1a transmisién de los aislados PVY-0 NAT y PVY-1 fué

negativa en todos los experimentos (0/45 y 0/40 respectivamente) (Tabla 1).

Para dilucidar si 1a CP o bien el HC-Pro estaban involucrados en esta falta de transmisibilidad, se
realizaron a continuacién una serie de experimentos de transmisién mediante adquisiciones a través

de membranas y secuenciales.

11.3.3.2- Transmisiones de adguisicion a través de membranas.

Se obtuvieron clevados niveles de transmisién cuando cualquiera de los cuatro aislados virales
purificados se mezclé con HC-Pro purificado de PVY-0 o de PVY-N. Sin embargo, el HC purificado
de PVY-0 NAT no pudo promover la transmision por 4fidos de su virus homélogo, ni la de cualquiera
de los otros virus heterélogos (Tabla 2). Asfmismo, no promovié la transmisién de TEV (resultado

no mostrado).

Estos datos indican que un defecto en el HC-Pro que afecta a su funcionalidad en transmisién es la

causa de la falta de transmisibilidad viral del aislado PVY-0 NAT.

Por otro lado, con ayuda de las fracciones obtenidas en el proceso de purificacién de HC-Pro de PVY-

1, en las que no se consiguié detectar esta protefna, no se transmitié ningiin aislado viral.

11.3.3.3- Transmisiones secuenciales

En transmisiones secuenciales, cuando a los 4fidos se les dié acceso a través de membranas a una
solucién conteniendo HC-Pro purificado activo en transmision, antes de permitirlos alimentarse de

nuevo sobre una hoja de planta infectada con un aislado no transmisible (PVY-0 NAT o PVY-1
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indistintamente), ambos virus se transmitieron a un elevado nivel. En los experimentos control de

transmisién planta a planta los resultados fueron siempre negativos (Tabla 3).

Por otro lado, se estudié la transmisibilidad por dfidos del aislado PVC 31 en una serie de
experimentos combinados de transmision de tipo secuencial y de adquisicion a través de membranas
artificiales. Los resultados sugieren que dicho aislado no es transmisible debido a la falia de

funcionalidad de su componente "helper” (Tabla 4).

I1.3.4- Andlisis por inmunocelectrotransferencia del HC-Pro en preparaciones purificadas

Una banda mayoritaria de unos 50 kDa fué detectada por el anticuerpo HC-Pab en andlisis por
inmunoelectrotransferencia, "Westemn blot", de preparaciones de HC-Pro purificadas de los aislados
PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-N. Por ei contrario, en el caso de PVY-1, su proteina HC-Pro,

indetectable en tincién de coomasie, no lo pudo ser tampoco serolégicamente (Fig. 6).

Para estudiar la posible presencia y las cantidades relativas de HC-Pro de PVY-1 en planta infectada
se utilizaron dos aproximaciones: A, la deteccién del HC-Pro en extractos de hoja de tabaco infectada
y su distribucion en las diferentes hojas de una misma planta (punto 1L3.5) y B, un estudio
comparativo de la cinética de acumulacién de HC-Pro en una hoja de tabaco durante una infeccion

sistémica (punto I1.3.6).

11.3.5- Andlisis por inmunoelectrotransferencia del HC-Pro en extractos de hoja infectada.

La presencia de HC-Pro en extractos de hojas de plantas infectadas con los cuatro aislados se confirmé
mediante anélisis por Western blot de los mismos, incluyendo al aislado PVY-1, cuyo HC-Pro no pudo

ser purificado. Al analizar electroforéiicamente estos extractos, la protefna HC-Pro generd
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sorprendentemente dos patrones diferenies de bandas, dependiendo del modo de preparacion del
extracto de una misma hoja de planta infectada (Fig. 7). Si un agente reductor de grupos sulfidrilo (2-
ME, DTT) estaba inclufdo en ¢l tampén de extraccion (PBS), s6lamente s¢ detectaba la banda HC-Pro
de alrededor de 50 kDa (Fig. 7A). Sin embargo, cuando el extracto s¢ preparaba en PBS y el 2-ME
s¢ afiadfa posteriormente, varias bandas con pesos moleculares aparentes desde 100 kDa hasta por
encima de 200 kDa eran reconocidas por el anticuerpo HC-Pab, junto con la banda descrita para el
HC-Pro de 50 kDa. Este comportamiento se analiza con detalle en el Capitulo V. A la vez, en ambos
extractos s¢ detectaron varias bandas de MWs menores de 50 kDa, que posiblemente corresponden a

HC-Pro degradado (Fig. 7).

Se analizaron extractos de hojas infectadas con los aislados PVY-0, PVY-0C NAT y PVY-1
respectivamente, preparados mediante ambos procedimientos de extraccién (Fig. 7). Cuando se afiadfa
el 1% de 2-ME con posterioridad a la elaboracién del extracto, los aislados PVY-0 y PVY-0 NAT
daban un patrén de bandas de HC-Pro idéntico (similar al generado por el HC-Pro de PVY-N, que no
se muestra), mientras que el patrén de bandas inducido por et HC-Pro de PVY-1 mostraba algunas
diferencias; la banda de 50 kDa era apenas visible (a veces no visible en absoluto) y una banda de
unos 150 kDa no aparecfa, acumuléndose el HC-Pro aparentemente en las bandas superiores de mayor

MW (Fig. 7B).

El patrén permanece inalterable independientemente de la planta infectada analizada, y de la hoja

seleccionada dentro de una misma planta. Para una misma planta, 1a cantidad de HC-Pro por unidad

de peso fresco se incrementa desde las hojas superiores a las inferiores (Fig. 8).

I1.3.6- Andlisis de acumulacién de HC-Pro en hoja

Las cinéticas relativas de acumulacién del HC-Pro en una hoja de planta de tabaco durante una

29



infeccién sistémica fueron obtenidas, para los aistados PVY-0, PVY-QO NAT y PVY-1, mediante ELISA
indirecto tilizando el anticuerpo HC-Pab. Los resultados mostraron un incremento en los niveles de
HC-Pro con el tiempo. Los valores de absorvancia fueron muy similares para hojas infectadas con los
aislados PVY-0 o PVY-0 NAT. Sin embargo, las lecturas obtenidas en la infeccién con PVY-1 fueron

la mitad de las de los otros dos aislados para los dias 10 y 14 postinoculacién (Fig. 9A).

Con respecto & la acumulacién de 1a CP viral, las cinéticas relativas, medidas por ELISA Indirecto y

por "Western blot", no mostraron grandes diferencias entre los tres virus analizados (Figs. 9B y 9C).

I1.4- DISCUSION

En el presente trabajo se ha estudiado ia transmisibilidad por dfidos de cuatro aislados de PVY. Dos
aistados, PVY-0 NAT y PVY-1, han resultado no transmisibles en ensayos de iransmisién de planta
infectada a planta sana. En transmisiones de adquisicion a través de¢ membranas y secuenciales, ambos
aislados se transmitieron en una proporcién similar a la observada en los aislados naturalmente
transmisibles, cuando fueron suplementados con un HC-Pro heterélogo y bioldgicamente activo. Asf
se ha demosirado que sus CPs mantienen la funcionalidad para €l proceso de transmisién viral por

4fidos.

Ambos aislados provienen de muestras de virus mantenidas largo tiempo en plantas de tabaco y
pimiento, mediante pases sucesivos de inoculacién mecanica, y las deficiencias en su transmision

podrian haberse originado en el invernadero.

En nuestros experimentos utilizando HC-Pro purificado de PVY-0 NAT en transmisiones de
adquisiciones a través de membranas, no s¢ pudo promover la transmisién de ninguno de los aislados

de PVY estudiados, lo que demuestra que un defecto en esta proteina causaria la falta de
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rransmisibilidad viral. En general, la cantidad de proteina HC-Pro que contenfan preparaciones
purificadas de componente "helper” de los aislados PVY-0 y PVY-0 NAT fué similar, por 1o que 1a

alieraciéon del HC-Pro de PVY-0 NAT no afectaria a la purificaci6n del mismo.

En contraste, ¢l HC-Pro codificado por PVY-1 no parece ser purificable con los mismos
procedimientos, pese a que la presencia de HC-Pro de PVY-1 en planta infectada ha sido confirmada
mediante ELISA indirecto y por Westem blot. En ¢l andlisis electroforélico de preparaciones obtenidas
tras el proceso de purificacion, la banda de HC-Pro no pudo ser detectada por tincién de coomasie ni
serolégicamente. Este comportamiento del HC-Pro de PVY-1 ha impedido el establecimiento de una
relacién directa entre su falta de transmisibilidad por dfidos y un defecto en el HC-Pro, mediante
transmisiones de adquisicion a través de membranas. Sin embargo, los resultados de los experimentos
secuenciales son bastante concluyentes y parecen indicar la presencia de un defecto en 1a proteina HC-

Pro.

Es interesante resaltar que, frente a 1o que sucede con PVY-1, no se conoce si los componentes
"helper” de tres potyvirus no fransmisibles por 4fidos y que se han caracierizado como defectuosos en
sus HC-Pros, los aislados ZYMV E15-PAT y RSA-PAT (Lecoq et al.,, 1991; Granier et al., 1993) v

el aislado TuMV 31 (Nakashima et al., 1993), pueden ser realmente purificados.

Por otro lado, las preparaciones de HC-Pro purificado de PVY-N presentaron una menor cantidad
relativa de protefna HC-Pro. Sin embargo, fueron bastante activas en la promocion de la transmision
viral en adquisiciones a través de membranas a las diluciones empleadas, que estdn muy por encima
de los niveles minimos requeridos, tanio de virus como de HC-Pro purificado, para una transmisién

efectiva por dfidos del 100% (Pirone, 1981).

Para los tres aislados analizados, la acumulacién de HC-Pro en hoja durante una infeccién sistémica,
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medida por ELISA Indirecto, parece alcanzar un médximo antes que la de CP viral, lo que no difiere
de resultados publicados (Baunoch et al., 1991). No obstante, en el caso de PVY-1, las lecturas de
absorvancia para los dias 10 y 14 postinoculacién son comparativamente menores que las obtenidas
para los otros dos aislados analizados PVY-0) y PVY-0 NAT. Estos bajos valores no parecen estar
causadas por bajos niveles de virus en plania, puesto que las cinéticas de acumulacién de la CP son

bastante similares para los tres aislados.

Estos resultados contrastan con 10s bajos niveles de acumulacién de HC-Pro en planta observados con
mutantes de HC-Pro de TVMYV y de TEV, obtenidos por mutagénesis dirigida, que se correspondieron
con bajos niveles de virus en planta (Atreya et al., 1992; Dolja et al., 1993; Atreya y Pirone, 1993).
Asf, las alteraciones de HC-Pro aquf descritas no parecen afectar a la expresion de sintomas ni a la
bantidad de virus en planta infectada. De hecho, el aislado PVY-0 NAT tiene propiedades similares
a PVC, que tambien induce sintomas tipicos y cuyo HC-Pro puede ser facilmente purificado (Atreya

et al., 1990).

El hecho de que el HC-Pro del aislado PVY-1 presente un comportamiento electroforético diferente
del que muestran los componentes "helper” de los otros aislados de PVY analizados, podria estar
relacionado con las propiedades de la proteina causantes de su falta de funcionalidad en la transmisién

y/o con las dificultades obervadas en su purificacion.

Nuestros resultados podrian indicar que el HC-Pro de PVY-1 presenta una mayor inestabilidad que
los componentes "helper” de los otros dos aisiados analizados, que podria llevar a su menor
acumulacién en hoja debido a procesos degradativos. Este efecto podria ser similar al propuesto para
explicar los bajos niveles de proteina P18 (factor de transmisién) detectados en plantas infectadas con
un aislado no transmisible por 4fidos del virus del mosaico de 1a coliflor (CM1841) (Hakayashiki et

al., 1993). Alternativamente, podrfa también ocurrir que, por sus propiedades moleculares, esta
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inestabilidad se tradujera en que la cantidad de proteina HC-Pro de PVY-1 obtenida en el proceso de
extraccion y clarificacién necesario para ¢l andlisis por ELISA indirecto fuese menor que la obtenida
para los otros dos aislados virales analizados, pudiendo csto tener relacion ademds con las dificultades
encontradas en su purificacion por ¢l método convencional, de modo que para conseguirla podrian ser

necesarios otros procedimientos.

En cualquicr caso, ni la falta de transmisibilidad dec PVY-1 ni la no purificacion de su HC-Pro pueden
ser atribufdos a una falta de esta proteina en planta. Una situacion similar ha sido observada con otros
potyvirus, como TEV (Pirone and Thombury, 1983) o PPV (Ravelonandro et al., 1993), cuyos
componentes "helper” han sido detectados en fracciones de protefnas totales de planta, extraidas con
SDS, pero no han podido ser purificados, aunque esta caracteristica es independiente de la
transmisibilidad del virus. Estos fallos en la purificaciéon de HC-Pro podrfan también tener su causa
en una inestabilidad de la proteina como forma soluble durante los distintos pasos del proceso de

purificacién.

Los experimentos de transmisién secuenciales utilizando sucesivamente dos plantas o dos membranas
eran ya conocidos (Govier y Kassanis, 1974; Kassanis y Govier, 1971; Pirone, 1977), y su utilidad
para la deteccién de virus defectivos en HC-Pro ha sido comentada (Bourdin y Lecoq, 1991). Sin
embargo, los experimentos de transmisién secuenciales de membrana y planta sucesivamente han
revelado su utilidad en la diferenciacion preliminar de posibles alteraciones en las funcionalidades del
HC-Pro o de 1a CP en aislados no transmisibles, evitdndose 1a necesidad de purificar el virus. Ef uso
en estos ensayos de HC-Pro purificado heterdlogo, evita también la necesidad de purificar e} HC-Pro
de cada aislado analizado. Asi, del mismo modo que se han caracterizado los aislados PVY-0 NAT
y PVY-1 como defectivos en HC-Pro, se ha caracterizado preliminarmente al aislado PVYC 31 como
defectuoso en su HC-Pro, y este tipo de experimentos ha sido 1til en la caracterizacién preliminar de

un aislado de PPV como defectivo en HC-Pro (PPV-3.3) (LOpez-Moya, 1993).
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IL.5- FIGURAS



Fig. 1 A: Sintomas provocados en tabaco Xanthi nc por el aislado PVY-0 B: Sfntomas provocados en
pimiento var. Yolo Wonder por ¢l aislado PVY-N. C: Sfntomas provocados en P. floridana por el

aislado PVY-0 NAT. D: Sintomas provocados cn N. benthamiana por el aislado PVY-N.

Fig. 2 A: Ultraestructura de células de tejido de hoja de N. benthamiana infectada con el aislado PVY-
N. Se observan inclusiones cilindricas citoplasmdticas en seccién transversal y longitudinal. B:
Tincién negativa de un extracto de planta de pimiento var. Yolo Wonder infectado con el aislado
PVY-N. Detalle de una inclusién cilindrica. C: Tincién negativa de una muestra de virus purificado

(aislado PVY-1). La barra representa 200 nm.

Fig. 3 SDS-PAGE (gel del 12.5% tefiido con Coomasie Blue R-250) de preparaciones de HC-Pro
purificado obtenidas a partir de planta sana (linea 1) o infectada con el aislado PVY-0 (linea 2). Linea

3, marcadores de peso molecular (Bio-Rad)

Fig. 4 SDS-PAGE (gel del 12,5% tefiido con Coomasie Blue R-250) de preparaciones de HC-Pro y
de virus purificados. A (lineas 1 a 4): Preparaciones de HC-Pro purificado obtenidas a partir de plantas
infectadas con los aislados PVY-0, PVY-0 NAT, PVY-1 y PVY-N respectivamente. B (Iineas 6 a 9):
Muestras de virus purificado (método Murphy) PVY-0, PVY-0 (NAT), PVY-1 y PVY-N

respectivamente. Linea 5, marcadores de peso molecular (Bio-Rad).

Fig. 5 SDS-PAGE (gel del 12,5% tefiido con Coomasie Blue R-250) de virus purificado (método de
Moghal y Francki). Lineas 2 a 4, PVY-N, PVY-1 y PVY-0 NAT purificados respectivamente. Linea

1, marcadores de peso molecular (Bio-Rad).

Fig. 6 Inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de preparaciones de HC-Pro purificadas analizadas
en geles de gradiente del 5 al 15%, atilizando el anticuerpo HC-Pab. Lineas 2, 3 y 5, HC-Pro

purificado de los aislados PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-N respectivamente. Linea 4, preparacién



obtenida a partir de tabaco infectado con el aislado PVY-1. Linea 1, marcadores de peso molecular

pretefiidos (Bio-Rad).

Fig. 7 Inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de extractos de una misma hoja de tabaco
analizados en geles de gradiente del 5 al 15%, utilizando el anticuerpo HC-Pab. A: Media hoja
extraida en PBS con un 2% de 2-ME (lineas 1 a 3), B: La otra media hoja extrafda en PBS (lineas
4 a 7). Sc analizaron extractos de plantas infectadas con los aislados PVY-0 (Iineas 1 y 4), PVY-0
NAT (lineas 2 y 5) y PVY-1 (lineas 3 y 6). Linea 7, extracto de planta sana. Las flechas indican las

principales bandas reconocidas por el anticuerpo HC-Pab.

Fig. 8 Inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de extractos de cinco hojas consecutivas de una
misma planta analizadas en geles de gradiente del 5 al 15%, de inferiores (izquierda) a superiores
(derecha), usando el anticuerpo HC-Pab. Se compararon extractos en PBS de planta infectada con el
aislado PVY-1 (lineas 1 a 5); PVY-0 NAT (lfneas 6 a 10) y PVY-0 (lineas 11 a 15). Las flechas

indican las principales bandas reconocidas por el anticuerpo HC-Pab.

Fig. 9 A: Andlisis de la acumulacién de HC-Pro en hoja de tabaco a 2, 4, 6, 10 y 14 dfas
postinoculacién durante una infeccién sistémica con los aislados PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1,
estimadas por ELISA indirecto usando el anticuerpo HC-Pab. Cada punto representa el valor medio
de la lectura por ELISA de tres hojas. Los segmentos verticales indican el ifmite de confianza al 95%.
B, C: Los tres extractos correspondientes a un mismo tiempo postinoculacién se combinaron en
cantidades equivalentes y se analizaron por ELISA indirecto y por Western blot respectivamente,

usando el Mab 10E3 contra la CP de PVY.
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Tabla 1. Transmisiones por dfidos de planta a planta

VIRUS PVY-0  PVY—-(G (NAT) pvy-1 PVY—N
Expt* B8/8{*) 0/9 0/18 476
6/6 0/18 0/9 9/9
5/9 0/9 0/9 8/9
5/9 0/9 o/e 3/8
6/8 6/6
34/40 0/45 0/40 30/38 (a)

*: Los resultados se expresan como ¢l nimero de planias que resultaron infectadas y el total de plantas
utilizadas en cada experimento. Se utilizaron diez dfidos por planta.

a: Sumatorio de los experimentos de transmisién.

Tabla 2. Transmisiones por ifidos mediante adquisiciones a través de membranas

HC-Pro PURIFICADO VIRUS PURIFICADO
PVY-0 PVY-0 NAT PVY-N PVY-1
9/9 (%) 9/9 9/9 8/8
PVY-0 HC-Pro 9/9 8/8 9/9 7/8
3/3 8/8 9/9 8/8
6/6 8/8
27/27 (a) 25/25 35/35 23/24
0/9 0/9 /9 0/8
PVY-0 NAT HC-Pro 0/9 0/8 0/18 0/8
0/9 0/8 0/8
0/27 0/25 0/25 0/25
8/8 8/8 12/15 7/8
PVY-N HC-Pro 12/18 16/16 8/9 8/8
5/9 7/8
20/26 25/25 25/33 22/24

*: Los resultados se expresan como ¢l mimero de plantas que resultaron infectadas sobre ¢l total de plantas
utilizadas en cada experimento. Se utilizaron diez &fidos por planta.

a: Sumatorio de los experimentos de transmision,



Tabla 3. Transmisiones por 4fidos secuenciales

Plantas infectadas con PVY-0 (NAT)

Plantas infectadas con PVY-1

Transmisién Los afidos tienen Transmisién Los afidos tienen
control de accesc previo a control de acceso previo a
Planta a soluciones con: Planta a soluciones con:
Planta PVY~Q HC PVY-N HC Planta PVY-0 HC PVY-N HC
079 (*) 1/9 0/6 4/6
0/4 8/8 0/4 3/4
0/4 274 06/4 4/4
0/9 5/9 0/% 8/9
0/9 6/9 0/9 7/9
0/4 4/4 0/6 6/6
0/% 3/6
0/4 3/4
0/39 17/21 15/22 0/48 11/14 21/34

*: Los resultados se expresan como el nimero de plantas que resultaron infectadas sobre el total de plantas

utilizadas en cada experimento. Se utilizaron diez 4fidos por planta.

a: Sumatorio de los experimentos de transmision.

Tabla 4. Experimentos de transmision que caracterizan preliminarmente al aislado PVY-C31 como un

posible deficiente en HC.

Transmisiones Expte., 1 Expte. 2 Expt?. 3

Planta Planta donante

a infectada con:

planta
PvVY-C31 0/5 (*) 0/5 0/10
PVY-0 5/5 5/5
PVY-0 (NAT) 0/5 0/5

Secuenciales

Los &fidos Planta donante

tienen acceso infectada con:

previo a

soluciones con:

PVY-0 HC-Pro PVY-0 (NAT) 5/5

PVY-0 HC-Pro PVY~-C31 4/10

PVY=-C31 HC-Pro PVY-0 (NAT) /10

*: Los resultados sc expresan como ¢l nimero de plantas infectadas sobre el total de plantas utilizadas. Se

utilizaron diez 4fidos por plania de ensayo.



I1.6- ANEXO



Método de purificacién de potyvirus de Murphy

1. Homogenizar a 4°C triturando en una batidora el tejido vegetal en tampén 0.5M KPO,, pH 7.5
(relacion 1.3 ml de tampén/g de tejido), con 0.01M NaDIECA y 0.5% de 4dcido tioglicdlico, afiadidos
en ¢l momento de uso.

2. Aiiadir cloroformo a 4°C (1 volumen/g de tejido) y homogenizar 1 minuto adicional.
ifugar 15 min a 7 m_en rolor Sorvall).

4. Recoger la fase acuosa sin cloroformo. Afiadir NaCl hasta 0.25M y PEG 8000 hasta el 4%. Agitar
1 hora a 4°C.

s, Conurif S min 2 7000 S

6. El sedimento se resuspende en 0.1M KPO,, pH7, IM urea. (iml/1-2 g de tejido inicial). Afiadir
Tritén X-100 hasta el 1% y agitar 1 hora.

7 Cenrifugar 15 min 2 7000 S

8. El sobrenadante se coloca sobre un colchén de sacarosa del 30% en tampén Tris-CIH 0.02M, pH
7.5, ImM EDTA (Tampén C).

r 4 n r i (Beck

10. El sedimento se resuspende en 8 ml de tampén C. Asegurarse de que 1a resuspensién es completa.
Si no, centrifugar para clarificar. Afiadir 0.23 g de CsSQ,/ml de resuspendido. Colocar la fraccidn
sobrenadante sobre un colchén de 0.8 ml de 53% CsS0O, (5.3 g CsSOQ, y H,O hasta 4.7 ml) en tubos
de rotor SW 50.1.

12. Recoger con una jeringa la banda de virus. Diluir en 8 ml de tampén C.
13 Centri S 00 L65Ti (Re] )

14. Resuspender el sedimento en tampén C (0.5 6 1 ml).



Método de purificacion de virus de Moghal y Francki

1. Se homogenizan a 4°C las hojas triturando en una batidora con 2 volimenes de tampén borato
0.05M, pH 8, conteniendo un 0.15% de 4cido tioglic6lico, medio volumen de cloroformo, y otro medio
de tetracloruro de carbono. Todo enfriado a 4°C.

2. Se centrifuga 10 min a 8000 g en rotor GSA.

3. La fase acuosa se filtra por papel Whatman N°4. Se afiaden PEG 6000 y NaCl hastael 4 y el 1.75%
{p/v) respectivamente. Se agita la muestra 15 min v se deja reposar una hora a 4°C.

4. Se centrifuga 10 min a 8000 g en rotor GSA.

5. Se resuspende ¢l sedimento en tampon borato 0.5M, pH 8 (1/5 del volumen original), mediante
agitacién suave unas dos horas.

6. Se cenirifuga 10 min a 8000g para clarificar.
7. Se centrifuga el sobrenadante 75 min a 78.000 g en rotor S-30 (Beckman).

8. El sedimento se resuspende suavemente en tampdén borato 0.05M, pH 8 con 0.005M EDTA. Se
repite el paso 7 de nuevo y se resuspende el virus en tampén borato 0.05M, pH 8 (1m¥/ 50 g de tejido
inicial). Se coloca la muestra sobre un gradiente 10-40% de sacarosa en tampén borato 0.05M pH 8.

9. Se centrifuga 3 horas a 24.000 rmpm en rotor SW-27 (Beckman).

10. Se recoge la banda de virus con un fraccionador ISCO. La muestra se dializa toda la noche (ON)
contra tampén borato 0.05M, pH 8 y se concentra por centrifugacién 90 min. a 78.000 g en rotor S-
30. Se resuspende el virus en tamp6n borato 0.05M.



Método de purificacién de la proteina HC-Pro de Thornbury et al., (1985).
Tampones y soluciones. Todos los tampones deben estar a 4°C antes de su uso, y se debe trabajar a
4°C 6 en hielo durante todo el proceso de purificacién.

A. Tamp6n de extraccién: 0.1M acetato aménico, pH 8.8, 0.02M Na,EDTA, 0.02M NaDIECA, este
dltimo afiadido en el momento a la solucién,

B. Tampdn de resuspensién (TSM): 0.1M Tris, 0.02M MgSO, pH 7.2, ajustado con H,SQ,.

1. Se toman 100-150 g de hojas de tabaco gque no muestren sintomas de senescencia. Retirar las
nerviaduras centrales y trocearlas (trozos de aprox. 4 cm?).

2. Infiltrar totalmente el tejido vegetal troceado con abundante tampdén A en un Kitasato. Drenar el
liquido y guardar un poco del mismo (100 m! para aprox. 100 g. de tejido fresco inicial) para el
siguiente paso.

3. Homogenizar el tejido infiltrado triturdndolo en una batidora a médxima velocidad un minuto, con
los 100 ml de tampén A.

4, Filtrar por 4 capas de gasa

5. Centrifugar 15 min a 8000 g en rotor GSA.

6. Filtrar el sobrenadante por "Miracloth™ 6 similar

7. Centrifugar 1 hora a 40.000 rpm en rotor 45 Ti.

8. Filtrar sobrenadante por "Miracloth” y afiadir PEG 6000 hasta una concentracion final del 8%.
Agilar en hielo 1 hora,

9. Cenirifugar 15 min a 8000 g en roior GSA.
10. Resuspender totalmente el sedimento en tampdn TSM (1/10 del volumen obtenido en la
centrifugacién a alia velocidad).

11. Centrifugar 15 min a 8000 g en rotor S8-34.

12. Ei sobrenadante se pasa por una columna de DEAE celulosa de unos 20 cc, equilibrada en TSM.
Recoger la fraccién eluida.

13. Afadir PEG 6000 hasta ¢l 8%, y agitar sobre hielo 1 hora.

14. Centrifugar 10 min a 10.000 rpm en rotor SS-34.

15. Colocar el sobrenadante sobre un gradiente lineal de sacarosa del 5 al 15% en TSM, en tubos de
rotor SW 27, 2-2.5 ml por tubo.

16. Centrifugar 16-18 horas a 26000 rpm en rotor SW-27.

17. Recoger los picos previos al de la rubisco con un fraccionador de gradiente ISCO.

18. Arfiadir PEG 6000 hasta el 8%, y agitar 1 hora sobre hielo



19. Centrifugar a 10.000 rpm en rotor 8§S-34.

20. Resuspender ¢l sedimento en 0.5-1 mi de TSM.



Fig. 10 A: Gradiente de densidad de sacarosa del 10 al 40% obtenido en la purificacion de las
pariiculas virales de PVY siguiendo a Moghal y Francki. B: Gradiente de sulfato de cesio obienido

en la purificacién de las particulas virales de PVY siguiendo a Murphy. BV, banda de virus.

Fig. 11 A: Gradiente de densidad de sacarosa del 5 al 15% correspondicnte a una purificacién de HC-
Pro de PVY. B: En un fraccionador ISCQ se recogen los picos de QD (F1) previos al de 1a rubisco
(F2). C: Andlisis en SDS-PAGE de alicuotas obtenidas durante la purificacién de HC-Pro a partir de:
A, planta sana. B, planta infectada con PVY-). C, planta infectada con PVY-1. A1, B1, C1: Fracciones
previas al gradiente de sacarosa. A2, B2, C2: Fracciones correspondientes a los picos del gradiente

previos al de la rubisco. A3, B3, C3: Fracciones correspondientes al pico de la rubisco.
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~ III- CAPITULO TERCERO

Andlisis de 1as secuencias de los componentes "helper" de tres aislados del virus Y de la patata,

dos de ellos no transmisibles por ifidos



II1L.1- INTRODUCCION

Se conocen hasta 1a fecha mds de catorce secuencias nucleotidicas de genes de la proteina componente
"helper” de potyvirus, y las de aminodcidos que de ellas se derivan. Algunas de estas secuencias
corresponden a aislados virales transmisibles por éfidos, y cuatro, a aislados que han sido
caracterizados como no transmisibles cuyos componentes "helper” no son funcionalmente activos: El
virus C de la patata, PVC (Govier y Kassanis, 1974), un aislado del virus del mosaico del nabo
(TuMoV 31), que presenta ademds una CP ne funcional en transmisién (Sako, 1980), y dos aislados
del virus del mosaico amarillo del calabacin (ZYMYV, aislados E15-PAT y RSA-PAT) (Granier et al.,

1993).

Un andlisis comparativo de la secuencia aminoacidica del HC-Pro de PVC con las de otros potyvirus
transmisibles por 4fidos permitié determinar la presencia de dos posiciones con residuos exclusivos
de este aislado, sugiriéndose .que alguno de ellos serfa 1a causa de la falta de actividad biolégica de
su HC-Pro en transmisién (Thombury et al., 1990). Mediante mutagénesis dirigida, se analizo el efecto
de cada una de estas sustituciones sobre un clon completo de un aislado transmisible por 4fidos del
virus del moteado de las venas del tabaco TYVMYV, capaz de producir transcritos infectivos. Se encontré
que sélo una de dichas sustituciones (K—E), situada dentro de un agrupamiento de cisteinas del
extremo amino del HC-Pro que estd estrictamente conservado en todos 1os potyvirus, anulaba su
funcionalidad para la transmisién. Sin embargo, a diferencia de lo observado en PVC, también se
afectaba la acumulacién de virus y la expresién de siniomas en planta. Ademds, mutanies con

delecciones en el extremo amino del HC-Pro no eran viables en planta (Atreya et al., 1992a).

En base a estos resultados se discuti6 la posibilidad de que el agrupamiento de cistefnas, que presenta
ciertas similitudes con motivos de dedos de zinc ("zinc finger”), estuviera implicado en la transmisién

viral y en el mantenimiento del fenotipo infectivo del virus (Atreya et al., 1992; Atreya y Pirone,
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1993). Curiosamente, en un estudio similar con ¢l virus del grabado del tabaco TEV, mutantes con
delcccioncs en el extremo amino del HC-Pro, obtenidos por mutagénesis dirigida, si que fueron viables
y pudicron infectar sistémicamente tabaco, aunque presentaron bajos niveles de acumulacién de virus
cn plania, y sus componentes "helper” no parecieron ser funcionales en la transmisién por dfidos

{(Dolja et al., 1993).

Por otro lado, la comparacién de las secuencias de aminodcidos del HC-Pro de los dos aislados de
ZYMYV no transmisibles R5SA-PAT y E15-PAT con la correspondiente a un aislado transmisible del
mismo virus, mostré que el aislado R5A-PAT presenta una tnica sustitucién aminoacidica respecto
del aislado transmisible, situada dentro del agrupamiento de cistefnas del extremo amino del HC-Pro,
e idéntica a la que presenta PVC en la misma posicién (K—E). El aislado E15-PAT presenté dos

sustituciones, situadas en las regiones central y carboxilo del HC-Pro (Granier et al., 1993).

En relacion al HC-Pro del aislado no transmisible TuMoV 31, se observaron seis diferencias
aminoacidicas con respecto a la secuencia HC-Pro de un aislado transmisible del mismo virus,
sugiriéndose que en alguna de estas diferencias radica la causa de la falta de actividad bioldgica de

las preparaciones de HC-Pro purificado de este virus (Nakashima et al., 1993).

A medida que se conozcan y se comparen las secuencias de los componentes "helper” de mdés
potyvirus en los que se haya estudiado su transmisién por .éﬁdos se podrd avanzar en ¢!l conocimiento
de las regiones de esta protefna que influyen especfficamente en el proceso de transmision, y en ¢c6mo
afectan a las hipGtesis actuales sobre la actuacién del HC-Pro. En este capftulo s¢ presentan y
comparan las secuencias nucleotidicas de los genes codificantes del HC-Pro de tres aislados de PVY,
dos de ellos caracterizados previamente como no transmisibles, y con defectos diferentes en dicha

protefna,
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H1.2- MATERIALES Y METODOS

I11.2.1- Aislados virales, propagacién y purificacion

Los aislados virales utilizados, su propagacion y su purificacién se han descrito en los puntos 11.2.1

y 11.2.2 del Capftulo I1.

I11.2.2- Sintesis y clonaje de los cDNAs

Se preparé DNA complementario (cCDNA) a partir de virus purificado mediante transcripcion reversa

seguida de reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR):

Desnaturalizacion de la muestra. 1 pg de virus purificado se traté con Tritén X-100 al 1% durante

10 min a 70°C, afiadiéndose posteriormente 10U de RNAsfn y 2-ME hasta 0.02N.

Transcripcion reversa. La muestra desnaturalizada se adicioné con el cebador especifico
correspondiente C1 o C6, (Fig. 1) hasta 7,5 mM, 25 pM de cada dNTP y 1U de transcriptasa reversa
de AMYV, ¢n un volumen final de 20 pl y en tampén Tris-CIH S0mM pH 8,9, 50mM KCl, 7,5 mM

Mg CI2. La reaccién se desarrollé incubando la muestra durante 45 min a 422C.

Amplificacién de secuencias. Para la amplificacién por PCR, 1a muestra procedente de la transcripci6n
reversa se adiciond con los cebadores correspondientes a 0.5 pM, con los cuatro dNTPs a 0.25 mM
y con 2 unidades de AmpliTaq DNA polimerasa (Perkin Elmer Cetus), llevdndose a un volumen final

de 100 pl ajustados a 100 mM Tris-ClH pH 8.3, 0.5M KCl, 15mM MgCl,, y BSA a 2mg/ml.

La PCR se realiz6 sometiendo la muestra a un programa de ciclos en un termociciador Perkin-Elmer
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cewus, Gene Amp PCR System 9600, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron los
cebadores C1 y C2 para amplificar la secuencia del RNA viral que codifica la region amino del HC-
Pro, y los cebadores C5 y C6 para ampiificar la secuencia que codifica 1a regién carboxilo (Fig. 1).
En ambos casos el protocolo de amplificacion fué el siguiente: 5 min a 95°C, seguidos de 10 ciclos
de 1 min a 92°C, 1 min a 45°C, 1 min a 72°C y 30 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 55°C y 1 min a

72°C.

El DNA amplificado se digiri6 con las enzimas de restriccién Eco RI y Hind I y el fragmento
2resuliante se separd por tamafios en un gel de agarosa al 0,8%, eluyéndose ¢ insertdndose en
pldsmidos pUCI18 o pT3T7 digeridos con enzimas de restriccién Eco RI y Hind III (Sambrook et al.,

1989), con los que se transformaron bacierias E. coli variedad Sure (Stratagene).

I11.2.3- Método de determinacion de la secuencia nucleotidica

La secuenciadn del DNA clonado se hizo siguiendo el método de terminacién de cadena (Sanger et
al., 1977), con deazanucle6tidos ("DEAZA G/A T7 Secuencing mixes") de Phammacia, y utilizando
entre dos y cuatro clones que contenfan los plismidos recombinantes por regién analizada. Se

utilizaron cebadores especificos del plasmido ademds de los cebadores C3, C4 y C7 (Fig. 1).

Secuencias de especial interés fueron determinadas adicionalmente, mediante secuenciacién directa de
DNA amplificado. En este caso se utiliz6 DNA amplificado obtenido en eventos de PCR distintos a
los utilizados para el clonaje. 0,5 ng de DNA amplificado y purificado con una columna "Magic prep”
de Promega, se secuenciaron con el "fmol TM DNA sequencing system" de Promega utilizando los
cebadores C1, C3 o C7 (Fig. 1). Al método se le afiadié un paso adicional consistente en incubar cada
producto de la reaccién de secuenciacién con 3,6U de terminal transferasa (Boehringer-Mahnheim)

durante 30 min a 37%C (J.A. Garcia, comunicacion personal).
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111.2.4- Anadlisis de secuencias

Las secuencias s¢ analizaron con el programa DNASTAR (DNASTAR Inc., U.K.). Las secuencias
aminoacidicas deducidas se alinearon con las de otros potyvirus mediante el programa PILE UP CGC
(Package Genetic Computer Group, Winsconsin University), una modificacién del de Feng y Doolittle,

(1987).
I11.2.5- Perfiles de hidropatia

Los perfiles de hidropatia del HC-Pro de los tres aislados de PVY se generaron con ayuda de un
programa que determina la hidrofobicidad media de un segmento mévil de 8 aminoécidos para asignar

un valor a cada residuo (Kyte y Doolittle, 1982).
IIL.3- RESULTADOS

I11.3.1- Secuencias nucleotidicas de los genes del HC-Pro de los aislados PVY-0, PVY-0 NAT y

PVY-1

El cDNA correspondiente a la regién amino del HC-Pro se clond para los tres aislados de PVY
insertdndolo en el pldsmido pT3T?7. El clonaje de 1a regién carboxilo se hizo para los tres virus en dos
eventos de transformacion, en los que se utilizé ¢cDNA procedente de PCRs distintas. En un caso se
insert6 en el pldsmido pT3T7, y en el otro el pldsmido pUC18. Muestras de cDNAs amplificados por
PCR y utilizados en clonaje aparecen en la Fig. 2. Un esquema de la estrategia seguida en el proceso

de secuenciacién se muestra en 1a Fig. 3.

La secuencia completa (DNA) correspondiente a la regién del RNA viral codificante del HC-Pro de
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los tres aislados de PVY, que consta de 1368 nucledtidos, se muestra en la Fig. 4. Se detectaron tres
variaciones puntales de secuencia entre clones correspondientes a un mismo aislado, dos localizadas
en la regién amino (posiciones 1104 A,C para PVY-0, 1014 T,C para PVY-1) y una localizada en la
region carboxilo (posicién 2245 C,T para PVY-1). Estas variaciones podrian deberse a sustituciones
y transversiones causadas por errores de copia durante la RT-PCR debidas, tanto a la baja temperatura
de anillamiento de los 10 primeros ciclos de amplificacién, como al elevado mimero de ciclos (40)
{Gelfand y Sninsky, 1993). El nucleéiido considerado correcto se obtuvo en los tres casos por
secuenciacion directa. Se confirmd también con la secuenciacién de dos clones adicionales para las
dos variaciones de la regién amino, considerdndose correcta la lectura mayoritaria, que coincidié con
la obtenida en secuenciacion directa. Para la variacion de la regién carboxilo no se dispuso de ningin

clon adicional.

En la secuencias nucleotidicas as{ como en las aminoacfdicas (Figs. 4 y 5), se ha seguido la
numeracién utilizada por Robaglia et al., (1989) para la secuencia del aislado PVY-N. El nivel de
homologia de secuencia en la regién codificante del componente "helper” es muy elevado para los tres
aislados, pero se han encontrado algunas sustituciones: La secuencia correspondiente al HC-Pro de
PVY-0 NAT se diferencia de la del HC-Pro de PVY-0 en dos nucleétidos (1186, 1543) que se
traducen en un Gnico cambio aminoacidico (aminoécido 334, K—N). La secuencia correspondiente al
HC-Pro de PVY-1 se diferencia de 1a del HC-Pro de PVY-0 en dos nucle6tidos (1140, 2099), que se

traducen en dos sustituciones aminoacfdicas (aminoicido 319, G—D; aminodcido 639, S—G ).

II1.3.2- Andlisis comparativo de las secuencias del HC-Pro de los aislados PVY-0, PVY-0 NAT

y PVY-1

El alineamiento de las secuencias de amino4cidos correspondientes a los componentes "helper" de los

tres aislados secuenciados (PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1) con las de otros potyvirus: PVY-N
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(Robaglia et al., 1989), PVY y PVC (Thombury et al., 1990), PVY-H (Thole et al., 1993), PepMoV
(Vance et al.,1992), TVMV (Domier et al.,1986), TEV (Allison et al., 1986) TuMoV 31 (Nakashima
et al., 1993) y PPV (Maiss et al., 1989), se muestra cn la Fig. §. Las regiones de interés de los
aislados dc ZYMV E15-PAT, R5A-PAT y RSA-AT se alinearon manualmente segin Granier et al.,

(1993).

Ocho aminodcidos estuvieron conservados y fueron exclusivos de los tres aislados ibéricos cuando se
compararon con los demds aislados de PVY alineados (amino4cidos en posiciones 296, 335, 378 382,

383, 436, 440 y 512, sefialadas con un asterisco) (Fig. 5).

Por otro lado, las sustituciones diferenciales de los componentes "helper” de PVY-0 NAT y de PVY-1
respecto del componente “helper" de PVY-0 fueron exclusivas de estos tres aislados, y no se
observaron en ningun otro virus. En el caso de PVY-0 NAT, la sustitucion K—+N se localiza en una
posicidn conservada en todas las secuencias de potyvirus comparadas, excepto en los virus con
componentes "helper" no funcionales PVC y ZYMV RS5A-PAT. Igualmente, ia sustitucién G—D
observada en PVY-1 estd situada en una posicién conservada. En cambio, la sustitucion S—G se
encuentra en una posicién de mayor variabilidad, aunque se conserva en todos los aislados de PVY

comparados (Fig. §).

De manera general, 1a similitud de secuencia entre los virus analizados es m4s elevada en el tercio de
proteina HC-Pro situado en la regién carboxilo terminal. El tercio amino presenta la mayor
variabilidad, con la excepcién del agrupamiento de cistefnas, que estd estrictamente conservado. El
porcentaje de homologia de las secuencias de diferentes potyvirus alineadas en la Fig. 5 con la
secuencia del HC-Pro de PVY-0 se muestra en 1a Fig. 6. El porcentaje de aminodcidos idénticos es
igual o superior al 90% entre los aislados de PVY, aunque los aislados espafioles estin més préximos

aPVC que a PVY-N, PVY o PVY-H. Con respecto a otros potyvirus, el grado de homologia es muy
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inferior (alrededor del 50%), siendo la més elevada la que hay con PepMoV (64%). A destacar que
porcentajes de homologia muy similares, promedios del 50% entre distintos potyvirus y del 90% entre
aislados de un mismo virus, se han obtenido analizando secuencias de CP potyvirales (Shukla et al.,

1988a).
IT1.3.3- Perfiles de hidropatia

Los perfiles de hidrofobicidad de los componentes "helper” de los aislados PVY-0, PVY-0 NAT y
PVY-1 muestran una protefna globaimente hidrofilica, con un mayor predominio hidrofilico en su
region central. En la regién amino, el agrupamienio de cisteinas se encuentra en un dominio
hidrofébico. El extremo final amino de la proteina presenta un marcado cardcter hidrofflico. De las
tres diferencias de secuencia observadas entre PVY-0 NAT y PVY-1 con PVY-0, s6lamente Ia situada
en la posicién 319 de PVY-1 altera significativamente el perfil de hidropatia generado por el programa

(Fig. 7).
I1L.4- DISCUSION

En la transmisién de potyvirus por dfidos estdn implicadas dos protefnas codificadas por el virus; la
protefna de la cépsida viral y el componente “helper”. La comparacion de las secuencias de los
componentes "helper” de los tres aislados espafioles de de PVY ha permitido determinar 1a existencia
de tres sustituciones aminoacidicas puntuales en dos aislados caracterizados como no transmisibles por

dfidos y con componentes “helper” defectuosos, respecto del aislado transmisible.

. El HC-Pro del aislado PVY-0 NAT, que no es capaz de mediar la transmisién de su virus homélogo
ni la de otros aislados de PVY, presenta una tnica diferencia aminoacidica respecto del HC-Pro del

aislado PVY-0 (N en lugar de K). Esto sugiere que dicha sustitucion es 1a causa de la deficiencia. Los
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datos estdn en concordancia con los obtenidos en ¢l andlisis de las secuencias de los componentes
“helper” de los aislados no transmisibles PVC y ZYMV RSA-PAT, y apoyan la sugerencia de que su
falta de actividad biolégica estd causada por una sustitucién en la misma posicién que la observada

en PVY-0 NAT (Thornbury et al., 1990; Atreya et al., 1992a; Granier et al., 1993).

La mutacién en los componentes "helper” de PVC y del ZYMV R5A (K—E), implica un cambio de
carga de positiva a negativa. Sin embargo, la sustitucién K—N del HC-Pro de PVY-0 NAT implica
el cambio de un aminodcido bésico por uno sin carga y es bastante menos radical. Pero la presencia
de un amino4cido fuertemente bdsico en esta posicién es esencial para preservar la funcionatidad del
HC-Pro de TVMYV en la transmisidn, y sustituciones de la lisina por aminoécidos neuiros (Q) o incluso

ligeramente bésicos (H) anulan dicha funcionalidad (Atreya y Pirone, 1993).

Por otro lado, se desecha definitivamente 1z posibilidad de que la sustitucién [->V de 1a posicién 509
de PVC esté relacionada con la falta de transmisibilidad del virus (Thombury et al., 1990), ya que los
componentes "helper” de los tres aislados espafioles secuenciados presentan dicha sustitucién, con

independencia de que sean o no transmisibles por 4fidos.

El componente "helper” del aislado PVY-1 presenta dos sustituciones aminoacidicas con respecto al
del aislado PVY-0. Una de ellas (G—D), se encuentra en una posicion (aminodcido 319) cercanaala
de las sustituciones de PVY-0 NAT, PVC y ZYMV R5A-PAT, también en el agrupamiento de
cistefnas de la regién amino, ¢ implica un cambio de aminoicido no polar a otro cargado
negativamente. Se trata de una posicién absolutamente conservada en todas las secuencias de potyvirus
conocidas, incluso en aquellos filogenéticamente m4s alejados, lo que sugiere que esta sustitucién
podria causar perturbaciones importantes en alguna actividad biolégica de la protefna, y posiblemente
en su funcionalidad en el proceso de transmision por 4fidos. La otra sustitucién (8—G), estd en la

regién carboxilo, ¢n una posicién menos conservada, y en este caso se sustituye un aminodcido
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cargado negativamente por uno sin carga.

El HC-Pro del aislado PVY-1 no ha podido ser hasta el momento purificado y presenta un
comportamiento electroforético caracterfstico. Se podria considerar si ambas propiedades estdn
causadas por una tnica mutacién puntual o si son el efecto de dos mutaciones. Los aislados del
patotipo PVY-1 se diferencian de los aislados del patotipo PVY -0 en que los primeros son capaces de
infectar sistémicamente pimiento var. Yolo Y (Gebre Selassie et al., 1985; Luis Arteaga, 1987). La
secuenciacion de otros aislados del patotipo PVY-1 transmisibies por dfidos para determinar si
presentan alguna de las dos sustituciones observadas en el aislado PVY-1 no transmisibie,
especialmente la segunda (S—G), serfa de interés. Caso de no presentarla, 1as secuencias aminoacidicas
de los componentes "helper” de aislados caracterizados como PVY-1 o PVY-0 serfan idénticas, y la

proteina HC-Pro no jugaria ningin papel en esta especificidad de huésped.

La proteina HC-Pro, ademds de ser necesaria para la transmision por dfidos del virus, es una tiol
proteasa responsable del procesamiento proteolitico de su propio extremo carboxilo, El tercio carboxilo
final de la proteina se ha relacionado con dicha actividad proteasica (Carrington et al., 1989). Esta

region carboxilo de la protefna estd altamente conservada.

En la regién amino, més variable, destaca la conservacion del agrupamiento de cistefnas (His-X-Cys-
Xg-Cys-X 3-Cys-X,-Cys-X,-Cys). Segiin Robaglia et al., (1989), se trata de un motivo similar a los
"zinc finger” de algunas protefnas que se unen a 4cidos nucleicos y es un lugar potencial de unién a
metales divalentes. Tanto PVCy ZYMV RSA-PAT como PVY-O NAT y PVY-1, presentan mutaciones
puntuales que afectan a este motivo. Es plausible que este agrupamiento de cisteinas tenga una relacién
directa con la funcionalidad del componente "helper” en 1a transmisién viral (Atreya et al., 1992). Sin
embargo, existen dos aislados del ZYMV no transmisibles a causa de defectos en sus componentes

"helper que no presentan alteraciones en el agrupamiento de cistefnas de la regién amino, sino en
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otras regiones de 1a proteina: El aislado E15-PAT y un aislado de ZYMYV con una alteracién puntual
en un triplete de aminodcidos de la regidn carboxilo del HC-Pro (PTK—PAK) (B. Raccah,
comunicacion personal). En este sentido, 1a funcionalidad de una proteina puede ser destrufda por
alteraciones conformacionales causadas por mutaciones en posiciones alejadas del dominio

directamente implicado en dicha funcionalidad.

La mayoria de las mutaciones generadas in vitro en la regién amino del HC-Pro de TVMV y de TEV
afectan también a los niveles de acumulacién del virus en la planta, y a los sintomas de infeccidn
(Dolja et al., 1993; Atreya y Pirone, 1993). Sin embargo, en los mutantes naturales conocidos de esta
misma region (PVC, ZYMV E15-PAT y R5SA-PAT, PVY-0 NAT y PVY-1), considerando también
como tales a aqueilos que pudieran haberse generado en el invemadero, la acumulacion de virus en
planta no parece verse afectada (Thombury et al., 1990; Granier et al., 1993). Posiblemente es dificil
que mutantes de transmision en los que se afecte gravemente la acumulacién viral en planta sean

detectados como tales.

Finalmente, estos andlisis comparativos resultan particularmente interesantes para el estudio del papel
del HC-Pro en la transmision de potyvirus por é&fidos, especialmente aqueltlos en los que se detectan
diferencias en las secuencias de aminodcidos de componentes "helper” de aislados de un mismo virus

y que alteran la funcionalidad de 1a proteina en la transmisién.
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Fig. 1 Secuencias nucleot{dicas de los cebadores utilizados en el proceso de amplificacién por RT-
PCR, clonaje y secuenciacion del HC-Pro. Las dianas de las enzimas de restriccién aparecen en

cursiva.

Fig. 2 A: Amplificacién por RT-PCR dc la secuencia que codifica la regién amino del HC-Pro
utilizando los cebadores C1 y C2. B: Amplificacién por RT-PCR de 1a secuencia que codifica 1a regién
carboxilo del HC-Pro utilizando los cebadores C5 y C6. Amplificaciones a partir de virus purificado:
PVY-0 (lineas 1, 6 y 9), PVY-0 NAT (lineas 2 y 10), PVY-1 (lineas 3 y 11), PVY-N (linea 4) y PPV

5.15 {linea 5). Linea 7, amplificacién a partir de agua. Lineas 8 y 12, marcadores de tamano.

Fig. 3 Estrategia seguida en la secuenciacién de los genes de los componentes "helper” de 10s aislados

PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1.

Fig. 4 Secuencias nucleotfdicas (DNA) y aminoacfdicas correspondientes a las regiones del RNA viral
que codifican los componentes "helper” de PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1. Se muestra la secuencia
para PVY-0. Las diferencias de secuencia observadas en los aislados PVY-0 NAT y PVY-1 se

representan encima {(aminoécidos) y debajo (nucleétidos).

Fig. § Alineamiento de las secuencias de aminodcidos correspondientes a componentes "helper" de 1os
aislados PVY-0, PVY-0 NAT, PVY-1 y de otros potyvirus. Lo; aminodcidos conservados en todos los
virus estdn indicados en cursiva en la parte inferior. Los aminoédcidos en negrita han sido relacionadas
con deficiencias en componentes "helper" de aislados no transmisibles. La posicién de amino4cidos
comunes a los tres aislados espafioles, no presentes en otros aislados de PVY, est4 sefialada con un

asterisco (*).

Fig. 6 Porcentajes de homologfa de aminodcidos entre el HC-Pro de PVY-0 y los de otros virus

alineados en la Fig. 4.



Fig. 7 Perfiles de hidropatia de la proteina HC-Pro de los aislados PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1. Los
valores negativos indican cardcter hidrofflico. Valores positivos, cardcter hidrofébico. La flecha indica

la dnica diferencia observada entre los tres perfiles.



Fig. 1 .

Cebadores usados en PCR y clonaie Diana Posicién(a)
Cl (+) 5’—CGAGAAGCTTCATAGTGCGTGG-3’ HindIII 963
cz2 (=) 5'—CGAGGAATTCCAGCTGGTﬂiTC-3’ EcoRI 1622
C5 (+) 5/ —PGTAAAGCTTGTCCGCCAAAGC-3' HindIII 1596
ce (-) 5'—TCTGAATTCCCAAGTTCAGGGC-3’ EcoRI 2421

Cebadores usados en secuenciacién

C3 (+) 57 —TTGAGGACTGCGGTAGG-3"’ 1144
c4 (=) 57 -GTGCTTGCTGCTTCTCC-3' 1402
C7 (+) 57 -TGATGATGGTTGAGCC-3’ 1936

+: Cebadores de secuencia homdloga a la viral.
-. Cebadores de secuencia complementaria a la viral.

a: posicién del extremo 5’ del cebador
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Fig. 3
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Fig. 5

283 * *
PVY-0 . . SNAENFWKGLDNNWARMRYPS .DHTCIAGL.PVEDCGRVAALMTHSILPCYKMTCPTC
PVY~-ONAT . .SNAENFWKGLDNNWARMRYPS.DHTCIAGL.PVEDCGRVAALMTHSILPCYRMTCPTC
PVY-1 . . SNAENFWKGLDNNWARMRYPS ,DHTCIAGL.PVEDCDRVAAIMTHSILPCYKMTCPTC
PVY-N . . SNADNFWKGLDGNWARMRYPS . DHTCVAGL . PVEDCGRVAALMAHS ILPCYKITCRPTC
PVY . . SNADNFWKGLDGNWARMRYPS , DHTCVAGL . PVADCGRVAALTRHSILPCYKITCPTC
Pv_C . . SNAENFWKGLDDNWARMRYPS . DHTCIDGL.PVEDCGRVAALMTHSILPCYEITCPTC
PVYH . .SSAESFWEGLDGNWAQMRYPT ,DHTCVAGI .PVEDCGRVAAIMTHSILPCYKITCPTC
PepMoV . .STPEAFWSGLEKKWSVVRKPT . AHTCKPTY . SVSNCGEVAAIIAQALFPCHKLTCGEC
TVMV . .STGDIFWKGFNASFQEQKAIGLDHTCTSDL . PVEACGHVAAIMCQSLFPCGKITCKRC
TEV . .SISEAFFIPYSKKFLELRPDGISHECTRGV.SVERCGEVAAILTQALSPCGKITCKRC
TuMv 31 . SAAGANFWKGFDRCFLAYRSDNREETCYSGLDAVTECGEVAALMCLAMFPCEKITCPDC
PEV . SDPGKQFSDGFTNSFMQCKLRETDHQCTSDLD . VKECGYVARLVCQATIPCGKITCLQC
ZYMV BEI1S5-PAT DEVCKVD .HNNEECGELAAIFCQALFPVVKLSCQTC
Z2YMV RS5A-PAT DHVCKVD .HGNEECGELAAIFCQALFPVVELSCQTC
ZYMV R5A—-AT DHVCKVD . HGNEECGELAAIFSQALFPVVKLSCQTC

F HC CG VAA PCK C C

3413 * %k
PVY-0 AQOYANLPTSDLFKLLHKHARDGLSRLGSDKDRFVHVSKFLETLEHLTEPVDLNLELFNE
PVY-ONAT AQQYANLPTSDLFKLLHKHARDGLSRLGSDKDRFVHVSKFLETLEHLTEPVDLNLELENE
PVY-1 AQQYANLPTSDLFKLLHKHARDGLSRLGSDKDRFVHVSKFLETLEHLTEPVDLNLELENE
PVY-N AQQYASLPVSDLFKLLHKHARDGLNRLGADKDRF IHVNKF LIALEHLTEPVDLNLELENE
PVY AQQYASLPVSDLFKLLHKHARDGLNRLGADKDRF IHVNKFLNALEHLTEPVDLNLELFNE
PVC AQQYANILPASDLFKLLHKHARDGLSRLGSDKDRFVHVNKFLVALEHLTEPVDLNLELFNE
PVYH AQQYANILPASDLLKILHKHASDGLNRLGADKDRFVHVKKFLTILEHLTEPVDLSLEIFNE
PepMoV SKEICDLTSNECVQELYKNTSLALERMNNLHPEFQHIVKVLSVVRQLTEASNHGTETFDE
TVMV ITANLSNLDFDTFSELQGDRAMRILDVMRARFPSFTHTIRFLHDLFTQRRVINPNTAAFRE
TEV MVETPDIVEGESGESVINQG . KLLAMLKEQYPDFPMAEKLLTRFLQOKSLVNTNLTACVS
TuMV 31 VTDSELSQGQASGPSMKHRLIQLRDVIKSSYPRFKHV.QILDRYEQSLSSANENYQDFAE
PPV AQKYSYMSQQEIRDRFSTVIEQHEKTVMDNYPOF SHVLAF LKRYRELMRVENGNYEAFKD

F L

403 * *
PVY-0 IFKSIGEKQQAPFKNLNVLNNFFLKGKENTAHEWQMAQLS LLELSRFOKNRTDNIKKGDI
PVY-QNAT IFKSIGEKQQAPFKNLNVLNNFFLKGKENTAHEWQMAQLSLLELSRFOKNRTDNIKKGDI
PVY-1 IFKSIGEKQQAPFKNLNVLNNFFLKGKENTAHEWOMAQLSLLELSRFQKNRTDNIKKGD I
PVY—-N IFKSIGEKQQAPFKNLNVLNNFFLKGKENTAHEWQVAQLSLLELARFQKNRTDNIKKGD I
PVY IFKSIGEKQQAPFENLNVLNNFFLKGKENTAHEWQVAQLSLLELARFQKNRTDNIKKGDI
BEVC IFKSIGEKQQAPFKNLNVLNNFFLKGKENTAHEWQVAQLS LLELARFQKNRTDNIKKGD I
PVYE VFKSIGEKQQSPFEKNLNILNNFFLEKGKENTAREWQVAQLSLLELARFQKNRTDNIKKGDI
PepMoV IFKMIGSKTQSPFTHLNKLNEFMLKGNENTSGEWLTARQHLRELVRFQKNRTDNIKKGDL
TVMV ILRLIGDRNEAPFAHVNRILNEILLLGSKANPDSLAKASDSLLELARYLNNRTENIRNGSL
TEV VKQLIGDRKQAPFTHVLAVSEILFKGNKLTGADLEEASTHMLEIARF LNNRTENMRIGHL
TuMV 31 IQSISDGVEKAAFPHINKLNAILIKGATATGEEFSQATKHLLEIARYLKNRTENIEKGSL
PPV ITHMIGERKEAPFSHLNKINELI IKGGMMSAQDYTEASDHLRELARYQOKNRTENIRSGS T
ZYMV E1S5—-PAT GSLVTQGELDLA
ZYMV RSA-PAT GSLVTQDELDLA
ZYMV RS5A-AT GSLVTQDELDLA

F G A E R NRT N G

463 *
PVY-0 SFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANF LWGOREYHAKREF SNFFEEVDPTKGYSAYET
PVY—-0ONAT SFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDENANF LWGQREYHAKRFFSNFFEEVDPTKGYSAYET
PVY-1 SFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANF LWGQREYHAKRFFSNFFEEVDPTKGYSAYET
PVY-N SFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNFFEEIDPAKGYSAYET
PVY SFFRNKLSARANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNFFDEIDPAKGYSAYET
PVC SFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANF LWGQREYHAKRFF SNFFEEVDPAKGYSAYEI
PVYH SFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDRNANFLWGQREYHAKRFFSNYFEEIDPAKGYSAYEN
PepMoV ASFRNKLSARAQYNLYLSCDNQLDENASFLWGQREYHARRFFLNFFQQIDPSKGYLAYED
TVMV KHFRNKISSKAHSNLALSCDNQLDONGNE LWGLAGIAAKRFLNNYFETIDPEQGYDKYVI
TEV GSFRNKISSKAHVNNALMCDNQLDONGNF IWGLRGAHAKRFLKGFFTEIDPNEGYDKYVI
TuMVv 31 KSFRNKISQKAHINP TLMCDNQLDRNGNE INGERGYHAKRFFSNYFEIIDPKKGYTQYET
PEPV KAFRNKISSKAHVNMQLMCDNQLD TNGNFVWGQREYHAKRFFRNYFDVIDVSEGYRRHIV
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PVY-0 RKHPNGTRKLSIGNLVVPLDLAEFRORMKGDYRKQPGVSKKCTSSKDGNYVYPCCCTTLD
PVY-ONAT RKHPNGTRKLSIGNLVVPLDLAEFRQRMKGDYRKQPGVSKKCTSSKDGNYVYPCCCTTLD
PVY-1 RKHPNGTRKLSIGNLVVPLDLAEFRQRMKGDYRKQPGVSKKCTSSKDGNYVYPCCCTTLD
PVY-N RKHPSGTRKLSIGNLVVPLDLAEFRQKMKGYYRKQPGVSKKCTSSKDGNYVYPCCCTTLD
PVY RKHPNGTRKLSIGNLVVP LDLAEFRQKMKGDYRKQPGVSRKCTSSKDGNYVYPCCCTTLD
PVC RKHPNGTRKLSIGNLVVP LOLAEFROKMKGDYRKQPGVSKRCTSSKDGNYVYPCCCTTLD
PVYH RLEPNGTRKLAIGNLIVPLDLARFRREMKGDYKROPGVSKRCTSSKDGNYVYPCCCTTLD
PepMoV RTIPNGSRKLAIGNLIVPLDLAEFRKRMNGIDTQQOPP IGKYCTSQLDGNEFVYPCCCTTLD
TVMV RKNPNGERKLAIGNFIISTNLEKLRDQLEGESTARVGITEECVSRKDGNYRYPCCCVTLE
TEV RKHIRGSRKLAIGNLIMSTDFOTLRQQIQOGETIERKE IGNHCISMRNGNYVYPCCCVTLE
TuMV 31 RAVPNGSRKLAIGKLIVPTINFEVLREQMKGEPVEPYPVTDECVSKLQGDFVHACCCVTTE
PPV RENPRGIRKLAIGNLVMSTNLAALRKQLLGEECIHFEVSKECTSKRGENFVYQCCCVTHE
R G c s cce r
583
PVY-0 DGSAIESTEFYPPTKKHLVIGNSGDOKYVDLPKGD SEMLY TAKQGYCY INVFLAMLINVSE
PVY-ONAT DGSAIESTEYPPTKKHLVIGNSGDOKYVDLPKGDSEMLY TAKQGYCY INVELAMLINVSE
PVY-1 DGSAIESTFYPPTKKHLVIGNSGDQRKYVDLPKGDSEMLYIAKQGYCYINVFLAMLINVGE
PVY~N DGSAIESTFYPPTKKHLVIGNSGDQKFVDLPKGDSEMLYTAKQGYCYINVFLAMLINISE
PVY DGSAIESTFYPPTKKHLVIGNSGDOKFVDLPKGDSEMLY TAKQGYCYINVFLAMLINISE
PVC DGSAIESTFYPPTKKHLVIGNSGDOKYVDLPKGDSEMLY TAKQGYCYINVFLAMLINVSE
PVYH DGSAVESTFYPPTKKHLVIGNSGDOKYVDLPKGNSEMLY IARQGFCYINIFLAMLINISE
PepMoV DGOP IRSAVYAPTKKHLVVGNTGDTKY INLPKGDTEMLY IALDGYCYINIYLAMLVNISE
TVMV DESPMYSELKEMP TRNELVIGNSGDPKYLDLPGEISNLMY TAKEGYCYINIFLAMLVNVDE
TEV DGKAQYSDLKHEPTKRHLVIGNSGDSKYLDLPVLNEEKMY TANEGYCYMNIFFALLVNVKE
TuMV 31 SGDPVLSEIKMPTKHHLVIGNSGDPKYIDLPEIEENKMYIAKEGYCYINIFLAMLVNVKE
PPV DGTPLESEIISPTRNHLVVGNSGDSKYVDLPTAKGGAME IAQAGYCYINIFLAMLININE
ZYMV E15-PAT PAK
ZYMV R5A-PAT PTK
ZYMV R5A-AT PTK
G S PTK HLV GN GD XY LP IA G CY N A LN E
643
PVY-0 EDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWPTMMDLATTCAQMRIFYPDVHDAELPRILVDHDTQTCHV
PVY-ONAT EDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWP TMMDLATTCAQMRIFYPDVHDAELPRILVDHDTQTCHV
PVY-1 EDAKDF TKKVRDMCVPRKLGTWPTMMDLATTCAQMRIFYPDVHDAELPRILVDHEDTQTCHY
PVY-N EDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWPTMMDLATTCAQMRIFYPDVHEDAELPRILVDHDTQTCHV
PVY EDAKDETKKVRDMCVPKLGTWP TMMDLATTCAQMRIFYPDVHDAELPRILVDHDTQTCHV
pPvVC EDAKDF TKKVRDMCVPKLGTWPTMMD LATTCAQMRIFYPDVHDAELPRILVDHDTQTCHV
PVYH EDAKDF TKKVRDMCVPKLGTWP TMMD LATTCAQMK IFYPDVHDAELPRILVDHETQTCHV
PepMoV EEAKDFTKKVRDIFMPKLGKWP TLMDLATTCAQLRIFHEPDVHDAELPRILVDENTQTCHY
TVMV ANAKDFTKRVRDESVQKLGKWPSLIDVATECALLSTYYPAAASAELPRLLVDHAQKTIHV
TEV EDAKDFTKFIRDTIVPKLGAWP TMQDVATACYLLSILYPDVLRAELPRILVDHDNKTMHEY
TuMV 31 SQAKEFTKVVRDKLVGELGKWPTLLDVATACYFLKVEYPDVANAELPRMLVDHKTKIIHV
PPV DEBKSFTKTVRDTLVPKLGTWP SMMDLATACHFLAVLYPETRNAELPRILVDHEAKIFHV
AK FTK RD LG WP D AT C P AELPR LVDH AV
703
PVY-0 VDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVGG. .

PVY-ONAT VDSFGSOTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVGG. .
PVY-1 VDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVGG. .
PVY-N VDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKEYRVGG. .

PVY VDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESD IKHYRVGG. .
PVC VDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESEIKHYRVGG. .
PVYH VDSEGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVGG. .
PepMoV  VDSYGSISTGYHILKAATVSQLVLFADDNLESEIKHYRVGG. .
TVMV VDSYGSLNTGYHILKANTVSQLEKFASNTLESPMAQYKVGG. .
TEV LDSYGSRTTGYHMLKMNTTSQLIEFVHSGLESEMKTYNVGG. .
TuMV 31 VDSYGSLSTGYHVLKTNTVEQLIKFTRCNLESSLKHYRVGG. .
PPV VDSFGSLSTGMHVLKANT INQLISFASDTLDSNMKTYLVGG. .
DS GS TG H LK QL F LS Y VGG
Fig. 6

BVY-ONAT PVY-1 PVC = = TVMV
PVY-0 99,7 89,5 57,3 95,8 95,4 89,9 63,6 52,7 47,% 47,7 46,8
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1V- CAPITULO CUARTO

Produccion y caracterizacién de un anticuerpo policlonal y de anticuerpos monoclonales contra

el componente "helper” del virus Y de la patata.



IV.1- INTRODUCCION

El genoma de los potyvirus codifica una inica poliproteina que se procesa proteoliticamenic para

generar 1os productos proteicos finales (Riechmann et al., 1992).

La mayorfa de los métodos serolégicos de deteccidn de infeccion viral en planta se basan en la
acumulacién de virus que tiene lugar en la planta infectada, y por tanto en las propiedades
inmunogénicas de la CP. Sin embargo, la organizacién genética de los potyvirus permitirfa la
produccién de cantidades equimoleculares de cada protefna viral, aunque la regulacién "in vivo" del
procesamiento de la poliproteina viral no se conoce bien todavia. De hecho, los potyvitus inducen la
formacién de cuerpos de inclusion en la célula vegetal que estdn relacionados con proteinas virales no
estructurales. Una de estas protefnas forma las inclusiones cilindricas citoplasmdticas, que estdn
presentes en todos los miembros del género y constituyen un criterio de clasificacién taxonémica
(Edwarson, J.R. 1992). Asfmismo, algunos potyvirus, entre ellos PVY, inducen la acumulacion de
inclusiones amorfas en el citoplasma de las células infectadas, que han sido relacionadas

serolégicamente con la proteina HC-Pro (De Mejia et al., 1985, Baunoch et al., 1990).

Diferentes anticuerpos monoclonales (Mabs) contra protefnas no estructurales de potyvirus han sido
va descritos (Jordan, R. 1992; Purcifull et al., 1992). La produccién y caracterizacién de Mabs contra
HC-Pro purificado de PVY permitird su utilizacién en el estudio de las caracterfsticas de esta protefna.
Asimismo, €l empleo de estos Mabs, conocida la variabilidad existente en las poblaciones de virus
vegetales, y en particular en el Género Potyvirus, permitird utilizarlos en la deteccion de infeccién viral

y en la caracterizacion y diferenciacién de aislados.
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I1V.2- MATERIALES Y METODOS

IV.2.1- Preparaciéon de inmundgenos

Los aislados virales PVY-0 y PVY-0 NAT son los descritos en el punto 11.2.1. El aislado PVY™ C3
fué suministrado por G. Rose, Agricultural Scientific Services, East Craigs, Edinbourgh, Scotland. El
aislado del virus A de la patata (potato virus A, PVA) y el aislado PVY™ PEI fueron suministrados
por R. Stace-Smith, Agriculture Canada, Vancouver Research Station, Canada. Los aislados PVY™N 10,
18, 19, 20, 21, 25, 33, 36, 37, 54 PVY® 5, 17, 49, 50 y PVY*® 31 fueron suministrados por G. Adams,
Biologische Bundesanstalt, Braunschweig, Alemania. Los aislados de PepMoV y de TEV fueron
suministrados por R. Christie, Universidad de Florida, Gainsville, Florida, USA. El aislado PPV-5.15
fué suministrado por M. Cambra, del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias de Valencia,

Espafia.

Los virus fucron mecdnicamente inoculados y propagados en N. tabacum cv. Xanthi nc, excepto PPV
que lo fué en N. benthamiana. Plantas sistémicamente infectadas, a los 15-25 dfas postinoculacion
fueron utilizadas para los diferentes ensayos serolégicos. La proteina HC-Pro fué purificada como
describen Thombury et al., (1985) (punto I1.2.3) a partir de plantas infectadas con el aislado PVY-0
o PVY-0 NAT, con las siguientes modificaciones: Se omitié la colummna de DEAE celulosa y todos
los tampones y soluciones utilizados en 1os diferentes pasos del proceso purificacidn contuvieron 20

mM EDTA.

IV.2.2- Produccién de un anticuerpo policlonal contra el HC-Pro de PVY

En el procedimiento de elaboracién de un suero policlonal contra el HC-Pro de PVY (HC-Pab), los

conejos New Zealand fueron inyectados intramuscularmente cuatro veces a intervalos de dos semanas
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utilizando como antigeno proteina HC-Pro del aislado PVY-0, eleciroelufda de geles de acrilamida
(Rodriguez M.D., 1986). En la primera inyeccidn, 0.5 ml del producto de elucién (aprox. 0.5 mg de
proteina) fueron emulsionados con 0.5 ml de adyuvante completo de Freund. En las tres inyecciones
siguientes se utilizaron 0.5 ml de muestra emulsionados con igual cantidad de adyuvante incompleto

de Freund.

Para lograr un antisuero libre de anticuerpos que reaccionaran con protefnas distintas al HC-Pro,
presentes en pianta infectada con PVY, el sucro obtenido fué inmunoabsorvido con ias proteinas totales
de un extracto de tabaco Xanthi nc sano (Ball, E.M., 1990), y 1as 1gGs séricas fueron purificadas con

una columna de afinidad de protefna A-Sepharosa (Pharmacia).

1V.2.3- Producciéon de hibridomas e isotipaje

Para su inmunizacién, hembras de seis semanas de rat6n bab/c fueron inyectadas intraperitonealmente
(IP) con 150 pt de HC-Pro de PVY-0 NAT purificado por gradiente (aproximadamente 1 pg/l de
protefna HC-Pro), sin adyuvante. Para las siguient_es inyecciones, todas IP, se utilizaron 100 pl de la
misma muestra de HC purificado. Los ratones inmunizados fueron sacrificados mediante axfixia con
CO2 y sus bazos extraidos asépticamente. Los linfocitos del bazo se fusionaron con células de
mieloma FOX-NY (Hyclone laboratories) (Ellis y Wieczorek, 1992). Las lineas de hibridomas
productoras de anticuerpos contra la protefna HC-Pro de PVY se detectaron y seleccionaron mediante
ELISA Indirecto y ELISA DASI (Converse y Martin, 1992). En ELISA Indirecto, las placas se
tapizaron durante toda la noche (ON) a 4°C con ¢l sobrenadante de un extracto de hojas de planias de
tabaco sistémicamente infectadas con el aislado PVY-0 NAT preparado en tamp6n sodio-carbonato
pH 9.6 (1/10 p/v) y clarificado durante 10 min a 10.000 rpm en un rotor SS-34. Como control
negativo se repitié ¢l mismo ensayo de ELISA indirecto utilizando un extracto preparado a partir de

planta sana. En ELISA DASI, las placas se tapizaron ON a 4°C con el anticuerpo HC-Pab (1 pg/ml)
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y se incubaron después con extracto de planta infectada preparado en PBS conteniendo un 0.1% de
Tween v un 0.3% de leche desnatada. Los siguientes pasos fueron similares para ambos ensayos:
Sobrenadantes del medio de cultivo de hibridomas, diluidos 1:1 hasta 100 pl en PBS conteniendo un
0.2% de Tween-20 y un 0.6% de leche desnatada se incubaron durante 2 horas a 30°C. Los Mabs se
deiectaron con un anticuerpo de cabra antiratén conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma). Como
sustrato s¢ afiadié paranitrofenilfosfato, y 1a absorvancia se midi6 a 405 nm (OD,). Las lineas
secretantes de anticuerpos asf identificadas se clonaron dos veces consecutivas por dilucién limite. Las
subclases de isotipos se determinaron mediante ELISA DAS usando un Kit de subisotipaje de

hibridomas (Calbiochem, Behring Diagnostics).

Seis lineas de hibridomas producioras de anticuerpos monoctonales contra ¢l HC-Pro de PVY-0 NAT
(HC-Mabs) fueron inoculadas intraperitonealmente en ratones Balb/c para la produccién masiva de

anticuerpos en liquido ascitico.

IV.2.4- Reactividad de los HC-Mabs y del HC-Pab con los componentes "helper” de PVY y de

otros potyvirus

La bateria de seis anticuerpos monocionales seleccionados contra el HC-Pro de PVY-0 NAT se analiz6
en ELISA Indirecto usando extractos de plantas infectadas con diferentes aislados de PVY y con otros

virus del género.

Por otro lado, se analizaron comparativamente los valores de absorvancia obtenidos en ELISA
Indirecto por los extractos de seis hojas consecutivas de una misma planta infectada con PVY-0.
Quince plantas, inoculadas entre 20 y 40 dfas antes del ensayo, fueron analizadas en cuatro tests

independientes. Se utilizaron las mismas camidades de tejido fresco por hoja (0.1 g/ml).
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Se estudid, ademds, la funcionalidad de algunos de estos HC-Mabs en el sistema ELISA DAS, para

lo cual estos anticuerpos fueron biotinilizados (Kendall et al., 1983).

Los extractos de planta infectada sc prepararon en PBS (1/10 p/v) y se clarificaron mediante
centrifugaciones a bajas revoluciones (5000 rpm 1 min en microfuga Eppendorf), diluyéndose 1:1 en
tampo6n sodio-carbonato pH 9.6 para ELISA Indirecto, 6 en PBS con 0.2% Tween-20 y 0.6% de leche
desnatada para ELISA DAS. Se estudi6 el efecto que la clarificacton del extracto a altas revoluciones
(50.000 rpm 1 hora en rotor Ti65), en lugar de a bajas revoluciones, tenia sobre ias lecturas de

absorvancia obtenidas en ambos tipos de ELISA.

En ELISA Indirecto, tras el tapizado de las placas ON a 4°C con el extracto, éstas se incubaron
durante 2 horas a 30°C con liquido ascitico correspondiente a cada HC-Mab, diluidos a 1/2000 en PBS
con 0.1% Tween-20 y con 0.3% de leche desnatada, o con el HC-Pab diluido a 1pg/ml. Como
segundo anticuerpo se utiliz6 en el caso de los monoclonales, un anticuerpo de cabra antiraton
conjugado con fosfatasa alcalina o con peroxidasa {Sigma). En el caso del anticuerpo HC-Pab, sc

utilizé un anticuerpo de cabra anticonejo conjugado con peroxidasa (Nordic Immunology).

En ELISA DAS, se tapizaron las placas ON a 4°C con liquido ascftico a una dilucién 12000 en
tampdn sodio-carbonato. Posteriormente se incubaron con el extracto de planta durante 2 horas a 30°C,
y seguidamente con el anticuerpo monoclonal conjugado con biotina dilufdo a 1pg/ml otras 2 horas
a 30°C, ambos en PBS con 0.1% Tween-20 y con 0.3% de leche desnatada. Finalmente las placas se
incubaron con estreptavidina conjugada con peroxidasa de rdbano (Sigma) (1ug/m! en PBS) durante

30 min a temperatura ambiente.

Cuando se utilizé fosfatasa alcalina, se afiadié como sustrato paranitrofenilfosfato, y 1a absorvancia se

midié a 405 nm (OD,y). Cuando se utilizé peroxidasa de rdbano, se afiadié como sustrato OPD y
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H,0,, y la absorvancia se midié a 492 nm (OD,g,) (Kendall et al., 1983).

Los distintos métodos de ELISA utilizados aparecen esquematizados en la Fig. 1.

1V.2.5- Andlisis por inmunoelectrotransferencia

Preparaciones de HC-Pro purificado de PVY y extractos obtenidos a partir de planta infectada se
analizaron en Western blot (11.2.6). Los extractos de planta se prepararon en tampén Tris-Cl1H 0.625

M, pH 6.8 con SDS al 2% y 2-ME al 1% (v/v).

IV.3- RESULTADOS

IV.3.1- Produccion de un anticuerpo policlonal ¥ de anticuerpos monoclonales contra el HC-Pro

de PVY

Se comprobé inicialmente que algunas inmunoglobulinas del antisuero policlonal contra el HC-Pro de
PVY-0 reconocian a proteinas de pianta. Este efecto desapareci6 tras su inmunoabsorcién con proteinas
totales de planta sana, que eliminaron estas inmunoglobulinas. Tras la purificacién de las IgGs séricas,

la dilucién de irabajo se estalecié en 1/500, tanto para ELISA como para Westem blot.

Para la obtencién de HC-Mabs, los bazos de tres ratones, con los que se siguieron diferentes
protocolos de inmunizacién, se utilizaron ¢n tres eventos de fusién independientes (Tabla 1). En los
aproximadamente 12.000 pocillos de hibridomas testados, un total de 12 lineas de hibridomas fueron
identificadas como elaboradoras de anticuerpos especificos contra el HC-Pro de PVY. De éstas, 10

fueron clonadas por dilucién mite y sus isotipos caracterizados (Tabla 2).
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Tanto en ELISA DASI como Indirecto, 10s 10 Mabs reaccionaron con extracto de planta infectada as{
como con preparaciones de HC-Pro purificado. No reaccionaron en cambio con extracto de planta sana

(Tabla 2).

IV.3.2- Reactividad de los HC-Mabs y del HC-Pab con ¢l componente "helper" de PVY y de

otros potyvirus

Las lecaras de absorvancia que dieron exiractos de distintas hojas dentro de una misma planta
infectada con PVY-0 en ELISA Indirecto con el Mab 8B3, mostraron un incremento en las mismas
de las hojas mds j6évenes a las mds viejas (Fig. 2), hasta 1a aparicién de sintomas de senescencia en

1a hoja, a partir de los cuales la lectura diminuia.

Los dos Mabs utilizados en ELISA DAS, 1Bt y 8B9, funcionaron satisfactoriamente (Fig. 3). Cuando
se analizaron extractos de diferentes hojas dentro de una misma planta sometidos a centrifugacién a
bajas 0 a altas revoluciones, los valores de absorvancia obtenidos fueron similares, tanto en ELISA

Indirecto como en ELISA DAS (Fig. 3).

En ELISA Indirecto, usando liquido ascitico de las seis lfneas de hibridomas seleccionadas y el
antisuero policlonal, ninguna de estas ifneas ni tampoco el HC-Pab reaccionaron con extractos de
plantas infectadas con PVA o con los aislados de TEV. Tampoco reconocieron a un aislado de PPV
(resultado no mostrado). Un Mab, 1A11, reconocié positivamente ¢l HC-Pro de todos los aislados de
PVY y s6lo a un aislado de PepMoV. El HC-Pab reconocié al HC-Pro de todos los aislados de PVY
y al de un aislado de PepMoV. Otro Mab, 8E1, reconocié positivamente el HC-Pro de todos los
aislados del grupo PVY® y PVY® pero no el de los del grupo N. Tres Mabs, 5B10, 1B1 y 8B3,
diferenciaron un subgrupo dentro del grupo PVY™. Estas diferencias en los reconocimientos de los

distintos Mabs permiten relacionar a los aislados espafioles PVY-0 y PVY-0 NAT con uno de los
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subgrupos dentro de PVY® (Tabla 3).

1V.3.3- Analisis por inmunoelectrotransferencia

En el andlisis por "Westemn blot" de HC-Pro de PVY -0 purificado ¢ de extractos de plantas infectadas
con el mismo virus, sicte de los diez HC-Mabs y el Pab reconocieron una banda de 50 kDa de peso
aparenie, junto con algunas otras bandas minoritarias, que no estaban presentes en fracciones
equivalenes de planta sana. El tamafio se corresponde con el esperado de la proteina HC-Pro
(Thombury et al., 1990) (Fig. 4). Los Mabs 2C6, 7TE7 y 8E1 no reconociercn el HC-Pro ni ninguna

otra proteina.

En un andlisis por "Westem blot" utilizando los HC-Mabs 1B1, 3G5, 1Al1l y el HC-Pab, los tres Mabs
asf como el HC-Pab reconocieron a la proteina HC-Pro de PVY-0. (Fig. 4). El Mab 1A11 reconocié

al HC-Pro de PVY y de PepMoV, pero no de TEV ni de PPV (Fig. 4).

IV.4- DISCUSION

La obtencién de diez anticuerpos monoclonales asi como la de un antisuero policlonal que reconocen
especificamente el componente "helper” de PVY en los tipos de ELISA mds utilizados para la
deteccién de infeccién viral, puede ser ttil en la profundizacién del estudio del HC-Pro, asf como en
1a diferenciacion de aislados potyvirales baséndose en las caracterfsticas serologicas de protefnas virales
no estructurales. Estos anticuerpos han sido herramientas fundamentales en los estudios presentados

en los Capitulos I y V de esta tesis

Protefnas no estructurales como el HC-Pro, pueden ser importantes en la taxonomia del género

Potyvirus, como ya se ha sugerido (Jordan, 1992). En este estudio hemos mostrado que Mabs
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preparados usando el HC-Pro de PVY son titiles tanto para prucbas de especificidad de virus como
para diferenciar los grupos comtn (PVY") y de necrosis en venas PVY"Y), asf como subgrupos dentro
de éstos. Esta capacidad de discriminacion entre aisladqs de PVY cuyos componentes “helper"
presentan homologfas de secuencia de aminodcidos que posiblemente alcancen el 90%, indica que se
pueden realizar distinciones seroldgicas en base a diferencias de pocos aminodcidos. Esta es una
situacién similar a Ia que se observa en la CP de PVY, en la que se basa la deteccion y diferenciacién

seroldgica de este virus (Van der Vlugt et al,, 1993).

Ademds de su valor taxonémico, estos anticuerpos pueden tener gran utilidad en la deteccion de
infeccién. Aunque los Mabs contra 1a CP de PVY han probado su valor para la deteccién, asf como
para la identificacién de aislados de PVY (Ellis et al., 1992), ocasionalmente han presentado problemas
para la correcta identificacién de algunas cepas de PVY en tests de certificacién de patata (McDonald
et al., en prensa). Por otro lado, estos Mabs pueden ayudar a establecer relaciones filogenéticas entre
los distintos miembros del Género Potyvirus. Asi de entre los virus analizados, PepMoV parece ser
el que estd serolégicamente mds cerca de PVY, en concordancia con la relativamenie elevada
homologia (64%) que la secuencia de aminodcidos del HC-Pro de un aislado secuenciado de este virus
presenta con la del HC-Pro de PVY (I11.3.2), aunque se trata de un aislado diferente a los utilizados
en este capitulo, y con datos publicados (De Mejia et al., 1985b; Purcifull et al., 1992; Van der Viugt

et al., 1993).

Hemos comprobado que hojas inferiores de planta infectada con PVY que ain no rﬁuestren sintomas
de senescencia dan mejores lecturas en ELISA indirecto que hojas superiores. Este dato estd en
concordancia con lo observado en un andlisis similar por Western blot y con las cinéticas de
acumulacién de HC en hoja (Capftulo II, Figs. 8 y 9), utilizando el HC-Pab. Por otra parte, estos son
los resultados esperados si se asume que se produce una acumulacién de protefna no estructural a lo

largo de ta vida de la hoja.
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Sin embargo, el incremento en las medidas del ELISA Indirecto con la edad de la hoja no seria el
resultado de 1a mera acumulacién de HC en forma de inclusiones insolubies. Los sobrenadantes de
centrifugaciones de extractos de planta infectada a altas revoluciones (en los que las inclusiones
insolubles precipitarfan) ¢ a bajas revoluciones dan en ambos casos unos patrones de lectura muy
similares, sugiriendo que éstos corresponden posiblemente sélo a HC-Pro soluble o solubilizable

durante ¢l proceso de extraccion.

El HC-Pro soluble estarfa agregado o presentarfa algin tipo de interaccion que permitiera la existencia
de al menos dos epftopos idénticos por molécula, dado que los sobrenadantes de centrifugacién a altas
revoluciones pueden ser utilizados en ELISA DAS. Estos resultados concuerdan con los de estudios
cromatogéficos previos (Govier et al., 1977; Thombury et al.,, 1985). Sin embargo, la interaccion
podria ser inespecffica y estar causada bien por el procedimiento de extraccién, o bien durante la

incubacién de las placas.
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IV.5- FIGURAS



Fig. 1 Modalidades de ELISA.

Fig, 2 Lecturas de ELISA indirecto de extractos de hojas consccutivas (hojas 1 a 6, de superior a

inferior) dc cuatro plantas de tabaco infectado con PVY-0 (plantas A, B, C y D), usando ¢l Mab 8B3.

Fig. 3 Lecwras de ELISA DAS (A,C) e indirecto (B,D), usando el Mab 1B1, de extractos de hojas
consecutivas (hojas 1 a 6, de superior a inferior) de una planta de tabaco infectada con PVY-(,
sometidos a clarificacién por centrifugacion en alta (A,B)} ¢ en baja (C,D). Cada punto representa la

media de absorvancia de cuatro pocillos.

Fig. 4 Inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de extractos de plantas infectadas con: PVY-0
(lineas 1, 3, 5y 7), PPV (linca 8), PepMoV (linea 9) y TEV (lirea 10). Linea 6, HC-Pro purificado
de PVY-0. Linea 11, extracto de 1abaco sano. Lineas 2 y 4, marcadores de tamafio (Bio-Rad) Se utiliz6
el anticuerpo HC-Pab (linea 1 y 2) y los anticuerpos monoclonales 1B1 (linea 3), 3G5 (Ifnea 5) y

IA1l (lincas 6 a 11).
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Tabla 1. Protocolos de inmunizacién seguidos en la obtencién de anticuerpos monoclonales de ratén
contra el componente "helper” de PVY

primera segunda tercera inyeccién de FUSION jineas

inyeccion inyeccién inyeccion recuerdo +/total
12 FUSION diao dia 16 no no dfa 27 6/8000
2* FUSION diao dia 21 no dia 41 dia 46 3/2000
3% FUSION dfa 0 dia 16 dia 39 dia 61 dia 69 3/2000

Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos monoclonales obtenidos conira el componente "helper” de

PVY
ELISA ELISA Western ELISA Produccién de
Nombre Subclase Indirecto * DASI * blot ** DAS * l. ascitico
F1 /1B1 igG 3 + + + + +
F1 /2C6 igM + + -
Ft / 3G5 IgM + + +
Fi / 5B10 1gG 1 + + + +
F1 / 8B3 IgG 1 + + +
F1 /8B9 gG 1 + + + + +
F2 / 1A11 igM + + +
F2 { 7E7 IgG 1 + .
Fs / 7G7 IgG 1 +
F3 f 8E1 IgG 1 + . +

*: +, la media de las lecturas obtenidas con tres extractos de tabaco infectado con PVY-0 NAT al
menos triplica la media de las obtenidas con tres extractos de tabaco sano
**: +, implica una reaccién visible con un sustrato precipitable



Tabla 3. Immunoreactividad de seis Mabs contra la proteina HC-Pro de PVY en ensayos con

extractos de plantas infectadas con PVY y con otros potyvirus

Virus ELISA Indirecto (a,b) usando:

Anticuerpos monoclonales

SB10 1B1 8E1 1A11 883 8BY Pab

Potato virus A

PVA—CAN 0.032 06.022 0.022 0.028 0.022 0.026 0.068
Tobacco etch virus

TEV-AF 0.026 0.020 6.022 0.029 0.020 0.023 0.030
TEV-TN 0.022 0.020 G.020 6.022 0.019 0.021 0.020
Pepper mottle virus

PepMoV-FL 0.043 0.026 0.031 0.429% 0.025 0.026 0.243
PepMoV—-M 0.046 0.029 0.034 0.537 0.028 6.031 0.624
Potato virus Y

PVYN—-C3 0.057 0.02¢ 0.030 0.206 0.032 0.221 0.549
PVYN-10 0.048 0.044 0.028 0.251 0.039 0.293 0.769
PVYN-18 0.069 0.085 0.033 0.276 0.042 0.715 0.947
PVYN-21 0.063 0.084 0.033 0.304 0.075 0.787 1.284
PVYN-25 0.051 0.042 0.02% 0.272 0.052 0.487 1.062
PVYN-33 0.077 0.054 0.027 0.262 0.067 0.629 0.879
PVYN-54 0.072 0.057 0.036 0.243 0.063 0.408 0.860
PVYN-PEI 0.094 0.076 0.037 0.334 0.078 0.727 1.709
PVYN-19 0.440 0.467 0.053 0.238 0.460 2.080 2.361
PVYN-20 0.266 0.254 ¢.060 0.258 0.752 1.657 2.085
PVYN-36 0.477 0.324 0.044 0.348 0.450 1.521 2.214
PVYN=-37 0.296 0.260 0.035 0.226 0.254 1.132 1.290
PVYQ-BC 0.753 0.028 0.271 0.946 0.284 0.169 0.881
PVYQ—~17 1.368 0.031 0.558 1.574 0.739 0.423 1.302
PVY(—49 0.764 0.027 0.227 0.840 0.264 0.181 0.872
PVY(—-50 0.863 0.072 0.318 1.957 0.40% 0.485 1.342
PVYC-NC78 0.742 0.192 0.283 0.508 0.245 0.616 2.001
PUYQO—-NC138 1.281 0.616 2.486 2.5%39 1.209 2,359 2,912
PVYO-5 1.035 0.889 0.764 1.506 0.437 1.193 1.182
BVY~0 0.929 1.059 0.806 2.602 0.411 1.331 1.398
PVY-{0 NAT 1.145 1.300 1.223 2.450 0.575 1.605 1.454
PVYC-31 1.153 1.070 0.286 2.885 0.587 2.070 1.390

Centroles sanos® 0.037 0.035 0.029 0.0631 0.032 0.024 0.133

a: Lectura de ELISA (OD,,) después de una incubacién del substrato de 3 horas a 30°C. Cada cifra
representa la media de cuatro tests.

b: Las cifras en negrita indican tests positivos: Valores medios mayores o iguales a tres veces la media
de cuatro controles sanos. Los valores menores a esta cifra (lests negativos) se expresan en notacion
normal.

¢: Valor medio de cuatro tests usando tabaco sano.



V- CAPITULO QUINTO

Algunas propiedades moleculares del componente "helper" del virus Y de la patata. Andlisis

electroforético y cromatogrifico



V.1- INTRODUCCION

El cardcter proteico v soluble del componente "helper” funcional en transmisién fué establecido por
Govier et al, (1977) y por Pirone, (1977). Al analizar preparaciones semipurificadas mediante
Cromatografia de Exclusién (Sephadex G-200), la actividad "helper”, estimada en experimentos de
transmisién, se encontré en eluidos correspondientes a pesos moleculares comprendidos entre 100 y
300 kDa {Govier et al., 1977). En un andlisis posterior mediante Cromatograffa Liquida de Alta
Presién (HPLC), Thombury et al., (1985) localizarcn la actividad "helper” en eluidos correspondientes
a pesos moleculares de 100 a 150 kDa, porlo que sugirieron que las moléculas de proteina activa eran

dfmerps solubles de la forma monomérica.
Se presenta un estudio electroforético y cromatografico del HC-Pro del virus Y de la patata (PVY),
en el que se ha apreciado la posible existencia de dos tipos de interacciones en los que intervendria

esta protefna. También se ha comprobado el efecto que 1a presencia de diversos agentes quimicos tiene

sobre la transmisién viral mediada por afidos.

V.2- MATERIALES Y METODOS

V.2.1- Aislados virales y purificacién del HC-Pro

Los aislados virales empleados (PVY-0, PVY-O NAT, PVY-1 y PVY-N) y su propagacion se describen

en ¢l punto IL.2.1. El HC-Pro del aislado PVY-0 fué purificado de planta infectada siguiendo el

método de Thombury et al., (1985), con algunas modificaciones (punto IV.2.1).
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V.2.2- Andlisis por inmunoelectrotransferencia del HC-Pro en preparaciones purificadas y en

extractos de hoja

Preparaciones de HC-Pro purificado y extractos de plantas de tabaco infectadas con PVY se analizaron
electroforéticamente en geles discontinuos de SDS-PAGE de gradiente (4,5% gel concentrador,
gradiente 5-15% gel separador) (Laemmli et al., 1975), seguido de inmunoelectrotransferencia
("Western blot") a membranas de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979}, utilizando el anticuerpo HC-Pab

(punto 11.2.6).

Los extractos de planta se prepararon macerando tejido de hoja fresca (1/10 p/v), en tampén de
Laemmli (Tris-CIH 0.625M pH 6.8, 1% 2-ME, 2% SDS), o en tamp6n Tris-CIH 0.625M pH 6.8. Los
extractos se clarificaron a 50.000 rpm durante ! hora en un rotor Ty 65 (Beckman) a 4°C. Se tomaron
alfcuotas que se adicionaron con SDS hasta el 2% (v/v) y 2-ME hasta ¢l 1% (v/v), si estos agentes no
estaba ya inclufdos en el tampdn de extraccién, y posteriormente con glicerol hasta el 10%. Finalmente

se calentaron durante 5 min a 100°C.

V.2.3- Andlisis por FPL.C del HC-Pro en preparaciones purificadas y en extractos de hoja

Las protefnas de muestras de HC-Pro purificado, asf como las de extractos de planta de tabaco
infectado con PVY fueron separadas por tamafios mediante FPLC (Fast Permeation Liquid
Chromatography) wsando una columna Superose 12 de Pharmacia. Se analizaron muestras de 100pl
a una velocidad de elucién de 0.3 ml/min. Los pesos moleculares correspondientes a cada tiempo de
elucién se estimaron compardndolos con los tiempos de elucion de proteinas de peso molecular
conocido: catalasa bovina, aldolasa, albumina de suero bovino y albiimina de huevo (Serva), con pesos
moleculares respectivos de 240, 160, 66 y 45 kDa respectivamente. Como tampén de elucién se utiliz6

TSM (Tris-sulfiirico 0.1M, 0.02M MgSO0, pH 7.2). Las preparaciones de HC-Pro purificado se
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analizaron sin diluir. Las muestras de extractos de planta infectada se prepararon macerando tejido
fresco de hoja (1/10 p/v) en TSM, y clarificando el extracto duranie 1 hora a 50.000 rpm en un rotor

Ty63.

La separacién en famafios de ambos tipos de muesira (HC-Pro purificado y extracto de planta
infectada) se realiz6 también incorporando un agente reductor de grupos sulfidrilo en ¢l tampon de
elucién (TSM con ditiotreitol 0.01M, DTT). En este caso, ¢l exiracio de planta se preparé también en

TSM con DTT Q.01M,

Los elufdos obtenidos en la cromatografia se analizaron por SDS-PAGE seguido de
inmunoelectrotransferencia ("Western blot") utilizando el HC-Mab 1A11 y un anticuerpo de cabra
antiratén conjugado con peroxidasa (Sigma). La reaccién se desarrollé por ECL siguiendo las
instrucciones del fabricante (Amersham). Las bandas obtenidas se analizaron densitométricamente con

ayuda del programa ImageQuant (Molecular Dinamics, Sunnyvale CA. ).

V.2.4- Transmisién por afidos de virus con ayuda de preparaciones de HC-Pro tratadas con

diferentes agentes quimicos

La susceptibilidad de 1a actividad biolégica del HC-Pro a la presencia de diferentes agentes quimicos
se analiz6 en experimentos de transmision por dfidos mediante adquisiciones a través de membranas

y secuenciales, que se describen en el punto I12.5.

En los experimentos de transmision mediante adquisiciones a través de membranas, las soluciones
conteniendo HC-Pro y virus purificados, ambos de PVY-0, se mantuvieron durante 15 min a
temperatura ambiente con diferentes agentes, a concentraciones determinadas, antes de dar acceso a

los dfidos a la solucién.
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En las transmisiones secuenciales, la solucion conteniendo HC-Pro purificado de PVY -0 se mantuvo
con diferenies agentes quimicos durante 15 min a temperatura ambiente antes de dar acceso a los

ifidos a la solucién.

V.3- RESULTADOS

V.3.1- Anilisis por inmunocelectrotransferencia del HC-Pro en preparaciones purificadas y en

extractos de hoja

Al analizar mediante SDS-PAGE seguido de inmunoelectrotransferencia extractos de plantas de tabaco
infectado con PVY, preparados con dos tampones de extraccidn diferentes, la protefna HC-Pro generd
dos patrones de bandas distintos: Si en 1a preparacién del extracto se utilizaba un tampén Tris-C1H
y €l SDS y el 2-ME eran adicionados al extracto con posterioridad, aparecfan varias bandas con pesos
moleculares desde 100 kDa hasta méds de 200 kDa que eran reconocidas por anticuerpos especfficos
del HC-Pro, ademds de la banda de 50 kDa correspondiente a la protefna monomérica (Fig. 1A). Sin
embargo, si se utilizaba como rampoén de extraccién el tampoén de Laecmmli, s6lo se detectaba la banda
de 50 kDa (Fig. 1B). Siguiendo ambos procedimientos de extraccién aparecfan, junto a las bandas ya
descritas, otras de pesos moleculares menores de 50 kDa, que posiblemente corresponden a HC-Pro

degradado.

Se observé que el HC-Pro del aislado PVY-1 generaba un patrén de bandas especifico y diferente del

de 1os demds aislados analizados (Fig. 1A).

En nuestra experiencia, la inclusién de 2-ME en el tampén de extraccién tuvo como efecto el que la
proteina HC-Pro se detectara en "Westem blot” como una banda mayoritaria de 50 kDa (Fig. 2). En

un proceso de extraccion llevado a cabo de forma paralela sin 1a presencia de este agente reductor,
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diferentcs bandas con pesos moleculares desde 100 kDa hasta més de 200 kDa fueron detectadas por
anticucrpos especificos contra ¢l HC-Pro en "Weslern blot”, ademds de la banda de 50 kDa (Fig. 2).
La presencia en ¢l tampon de extraccién de SDS o de Urea no evitaba la aparicidn de estas bandas

adicionales (Fig. 2).

Los resultados permiten apreciar que 12 ausencia en el tampén de extraccion del agenie reductor 2-ME
¢s la causa de que en el andlisis por "Western blot" de extractos de planta infectada, anticuerpos
especificos contra el HC-Pro reconozcan estas bandas proteicas adicionales con pesos moleculares

superiores a 50 kDa.

Por otro lado, las preparaciones de HC-Pro purificado analizadas por "Westem blot" generaron una
banda mayoritaria de 50 kDa (Fig. 3). Sin embargo, si se analizaba una mezcla 1:1 de HC-Pro
purificado y de extracto de planta sana (1/10 p/v, en tampén Tris-CIH 0.625M pH 6.8), incubada
durante 10 min a temperatura ambiente, se reproducia el patron de bandas multipies de 100 KDa hasta
mis de 200 kDa obtenido al analizar tejido de tabaco infectado, extraido en ausencia de 2-ME (Fig.
3). Este patrén de bandas miiltiples no se obtuvo cuando se analizé6 HC-Pro purificado incubado con
extracto de tabaco sano elaborado en presencia de agenies reductores, con ovoalbiimina, con protefnas

de extracto de bacteria E. coli, o con dcidos nucleicos totales de tabaco sano.

V.3.2- Andlisis por FPLC del HC-Pro en preparaciones purificadas y en extractos de hoja

En el andlisis por FPLC de preparaciones de HC-Pro de PVY-0 purificado la mayor parte de esta

protefna eluyd, con relacién a los marcadores de tamafio, a tiempos que corresponden a pesos

moleculares entre 200 y 100 kDa, con un méximo a 200 kDa (Figs. 4y 7).

De modo similar, cuando se analizaron por FPLC extractos de plantas de tabaco infectado con PVY-0
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sc observo que, tanto en presencia como en ausencia del agente reductor DTT, el méximo de elucitén
del HC-Pro sc situaba a tiempos correspondientes a unos 200 kDa (Figs. 5 y 7). Sin embargo, el
andlisis por SDS-PAGE y ECL de las alicuotas dc cluidos mostré que, en ausencia de DTT en los
tamponges de extraccién y de elucion, bandas de pesos moleculares desde 100 KDa hasta mds de 200
kDa, cran reconocidas por el HC-Mab 1A11, junto con ia banda de 50 kDa correspondiente al HC-Pro
monomérico (Fig. 5B). Sorprendentemente, estas bandas no se distribuyeron entre las diferentes
alicuotas de elufdos segiin sus pesos moleculares, 1o que podria indicar que no representan agregados

proteicos con existencia previa a la realizacién de la cromatografia (Fig. SB).

Extractos de planta infectada con PVY-0 NAT y PVY-1 analizados por FPLC utilizando DTT dieron

asfmismo un maximo de elucién del HC-Pro a 200 kDa (Fig. 6).

Los perfiles de elucién del componente "helper” de PVY-0 en el andlisis por FPLC de preparaciones
purificadas y de extractos de planta infectada, tanto en presencia como en ausencia de DTT, se
elaboraron a partir del andlisis densitométrico de las bandas obtenidas por ECL, y se muestran en la

Fig. 7.

V.3.3- Transmision de virus por dfidos con ayuda de preparaciones de HC-Pro tratadas con

diferentes agentes quimicos

Preparaciones de HC-Pro purificado o combinaciones de virus y de HC-Pro purificados fueron tratadas
con diversos agentes quimicos a concentraciones determinadas (Tabla 1) antes de la realizacién de
transmisiones mediante adquisiciones a través de membranas o secuenciales, respectivamente. Un
detergente i6nico y uno neutro fuerte (CTAB y Tritén X-100) impidieron la transmisién en todos los
casos, tanto en adquisiciones a través de mebranas como secuenciales. En cambio, tratamientos con

un agente reductor de grupos sulfidrilo (2-ME), con dos agentes quelantes de metales (EDTA vy
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EGTA), con un inhibidor de serin proteasas (PMSF) o con un detergente neutro (Tween 20), no
anularon la transmisién viral. La transmisién en presencia de urea se anulé a partir de concentraciones

dc 4M (Tabla 1).

V.4- DISCUSION

Con nuestro estudio hemos querido contribuir al conocimiento de las propiedades del componente
"helper” a nivel molecular. Para ello hemos estudiado el comportamiento electroforético y
cromatogrifico de esta proteina en extractos obtenidos por trituracién de material vegetal y en

preparaciones purificadas, tanto en presencia como en ausencia de agentes reductores.

Cuando extractos de plantas infectadas con PVY o mezclas de preparaciones de HC-Pro purificado y
extractos de planta sana son analizados por "Western blot” con anticuerpos especificos del HC-Pro,
varias bandas proteicas de alto peso molecular (de 100 a mas de 200 kDa), son reconocidas por estos
anticuerpos, ademads de la de 50 kDa que corresponde a la proteina HC-Pro monomérica. Este efecto
del extracto de planta sana sobre el HC-Pro no tiene lugar en presencia de agentes reductores de
grupos sulfidrilo (2-ME o DTT). En este caso, el HC-Pro se detecta en "Western blot” como una banda
de unos 50 kDa. Estos datos parecen indicar que un componente del extracto de planta produce una
alteracién en ¢l HC-Pro que modifica su comportamiento electroforético. Este fendmeno podria no ser
exclusivo del HC-Pro: Recieniemenie se ha publicado que un factor de un extracto de planta sana,

posiblemente una enzima soluble, provoca alteraciones en la movilidad electroforética de las proteinas

de la cipsida de ciertos potyvirus (Hassan et al., 1994).

Por otro lado, una vez el HC-Pro ha sido expuesio al extracto en ausencia del agente reductor,
ulteriores tratamientos desnaturalizantes de la muestra con 2-ME no evitan la presencia de las bandas

de 100 kDa hasta més de 200 kDa, indicando que s¢ trata de un efecto irreversible.

61



El hecho de que HC-Pro purificado genere estas bandas de alto peso molecular (de 100 a més de 200
KDa) en SDS-PAGE, sélo si se combina con exiracto de tabaco sano, parece descartar 1a posibilidad
de que se trate de precursores del procesamiento de la poliproteina viral, representando posiblemente

agregados de los que forma parte el HC-Pro.

Los 4fidos, en sus inserciones de prueba en planta, penetran con su estilete y succionan el contenido
celular mediante un proceso de ingestién y regurgitacién (Harris, 1977). Este contenido celular
adquirido por el é4fido podria no diferir cualitativamente de un preparado de extracto de planta, con
lo que el HC-Pro durante estas alimentaciones podria sufrir alteraciones similares a las que se
producirfan en un extracto de planta y que, si afectaran a su actividad biolégica, podrfan tener relacién

con el tiempo que el 4fido permanece virulifero.

Asf, preparaciones de extracto de planta infectada que se han utilizado en transmisiones de adquisicién
a través de membranas, y que son bdsicamente sobrenadantes de una centrifugacion a alta velocidad
de un extracto de planta, pierden su funcionalidad en pocas horas a 4°C (Sako y Ogata, 1980). En las
preparaciones de HC-Pro purificado, que incluyen una concentracién de dicho sobrenadante por
precipitacién con PEG 6000 y la presencia de Cl,Mg en los tampones de purificacion, la actividad
bioldgica permanece durante un perfodo de tiempo superior a tres dfas a 4*C (Govier et al., 1977,
Thombury et al., 1985). Por otro lado, la pérdida de actividad biolégica de preparaciones de HC-Pro
purificado parece tener un cardcter irreversible (Thombury et al., 1993). Estos datos sugieren la
posibilidad de que la protefna "helper" nativa y funcional, pueda estar siendo modificada por un
componente del extracto de planta. Podria ser que el efecto favorable que la inclusién de Mg ** y la
eleccién de tampones adecuados han tenido en la puesia a punto de un protocolo de purificacién de

HC-Pro activo, tenga su base en la neutralizacién o atenuamiento de un proceso alterador.

El uso de anticuerpos especificos contra el HC-Pro de PVY (Capitulo IV), ha permitido visualizar el
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perfil de elucién de esta proteina en FPLC, tanto de preparaciones de HC-Pro purificadas como de
extracto de planta infectada. El HC-Pro eluye a tiempos que comesponden a pesos moleculares
mayores de los esperados para un proteina monomérica (50 kDa), con un méximo alrededor de los 200
kDa, sugiriendo la existencia de agregados de HC-Pro en la forma de tetrdmeros o de agregados de
HC-Pro con otro factor de la muestra. Los resultados estdn en concordancia con otros trabajos de
fraccionamiento de preparaciones de HC-Pro purificado (Govier et al., 1977; Thornbury et al., 1985),
que asignan actividad "helper" a formas con pesos moleculares mayores que los de la protefna
monomérica (150-100 kDa). Estas posibles formas agregadas y solubles podrian encontrarse en a

célula o, alternativamente, la agregacion podrfa tener lugar durante la preparacién de extracto vegetal.

Por otra parte, ¢l perfil de elucion del HC-Pro no se altera en presencia de un agente reductor de
grupos sulfidrilo, indicando que la agregacién mencionada ¢s estable en su presencia. Sin embargo,
en el andlisis en SDS-PAGE de las alfcuota eluidas de 1a FPL.C, se obtiene una dnica banda HC-Pro
de 50 kDa, lo que indica que la interaccién descrita no resiste el tratamiento desnaturalizante del

andlisis electroforético (Fig. SC).

Asimismo, el perfil de elucién del HC-Pro en FPLC de extractos de plantas infectadas con los aislados
PVY-0 NAT o PVY-1, en presencia de agentes reductores, s similar al det HC-Pro de PVY-0. Esto
sugiere que las mutaciones de aminodcidos que presentan los compoenentes "helper” de ambos aislados
(Capitulo III), que anulan su actividad a nivel de transmision, no afectan en cambio a la estabilidad

de los posif)les agregados de HC-Pro detectados por FPLC.

La proteina HC-Pro expresada en bacteria o en baculovirus (Thombury et al.,, 1993) y la de los
mutantes de TVMV generados por mutagénesis dirigida (Atreya et al.,, 1992a), no es funcional en
transmisién. Sin embargo, planias transgénicas que expresan los tres primeros cistrones del genoma

potyviral, si producen HC-Pro activo (Berger et al., 1989). Seria interesante analizar los perfiles de
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elucién por FPLC de estas protefnas para obtener informacién sobre sus posibles conformaciones

cuaternarias.

Al analizar el efecto que diferentes agentes tienen sobre la transmision, se observa que la presencia
de agentes reductores de grupos sulfidrilo no anula la transmisibilidad viral, en nuestras condiciones
de trabajo. Lo mismo ocurre con agentes quelanies de metales (EDTA, EGTA). Esto dltimo ya fué

descrito (Govier y Kassanis, 1974a).

La proteina HC-Pro de PVY contiene unas trece cistefnas. El estado reducido de sus grupos sulfidrilo,
al menos el de aquellos accesibles al 2-ME, no parece afectar a la funcién de transmision. Es
interesante destacar el contraste entre el hecho de que agentes reductores y agentes quelantes de
metales no anulen la transmisibilidad viral y la propuesta de que el agrupamiento de cisiefnas de 1a
region amino del HC-Pro, que se ha sugerido interviene en la transmisién (Atreya et al., 1992a; Atreya
y Pirone, 1993), forma un motivo de dedos de zinc "zinc-finger" (Robaglia et al., 1989). La estructura
de este motivo deberfa ser sensible a dichos agentes. Una posible explicacién seria la de que este
dominio no fuese accesible a estos agentes en las condiciones experimentales. Menos sorprendente ¢s
el hecho de que detergentes i6nicos o Urea 4M anulen la transmisién. El dato de que el HC pierde su

actividad bioldgica si se trata con Urea 4M ha sido también obtenido por Thombury et al., (1993).

A la luz de los datos obtenidos en este trabajo, un modelo hipotético de protefna HC-Pro funcional
podria ser el de una estructura tetramérica soluble unida por interacciones iSnicas, resistente a la
presencia de agentes reductores de grupos sulfidrilo, pero no a la del tratamiento desnaturalizante de
un andlisis por SDS-PAGE. La protefna HC-Pro podria ser alterada por un componente del extracto
de planta, dando lugar a un patrén electroforético caracteristico. Esta alteracidn, evitable si en el medio
hay un agente reductor, seria irreversible. Como la presencia de agentes reductores de grupos sulfidrilo

impide la alteracién mencionada, podrfan estar implicados restos de cistefnas en la misma.
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V.5.- FIGURAS



Fig. 1 Inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de extractos de plantas infectadas con PVY
analizados en SDS-PAGE (geles de gradiente del 5 al 15%), utilizando el anticuerpo HC-Pab.hoja de
tabaco analizados en geles de gradiente del 5 al 15%, utilizando el anticuerpo HC-Pab. A: Extracto
elaborado en tampo6n Tris-CIH 0.625M pH 6.8 (lineas 1 a 5), con adicién posterior de 2-ME. B:
Extracto elaborado en tampén Laemmli (Ifneas 6 a 10). Se analizaron extractos de¢ plantas infectadas
con los aislados PVY-0 (lineas 1 y 6), PVY-0 NAT (lineas 2 y 7) y PVY-1 (dos plantas distintas,

Mneas 3y 8,4 y 9) y PVY-N (lineas 5 y 10).

Flg 2 Inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de extractos de plantas de tabaco infectado con
PVY-0, analizados en SDS-PAGE (geles de gradiente del 5 al 15%), utilizando el anticuerpo HC-Pab.
Linea 1, extracto preparado en tampén Tris-C1H 0.625M, pH 6.8 (TE). Linea 2 extracto preparado en
tampén de Laemmli. Linea 3, extracto hecho en TE con SDS al 5%. Linea 4, extracto hecho en TE

con 2-ME al 1%. Linea 35, extracto hecho en TE con Urea 8M.

Fig. 3. Inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de preparaciones de HC-Pro purificado de PYY-0
analizadas en SDS-PAGE (geles de gradiente 5-15%), utilizando el anticuerpo HC-Pab. Linea 1,
extracto de tabaco sano. Linea 2, HC-Pro purificado incubado con extracto de tabaco sano. Linea 3,

HC-Pro purificado.

Fig. 4 A: Perfiles de elucién en FPLC (OD,g,) de las proteinas presentes en una preparacion de HC-
Pro puriﬁcado de PVY-0 (azul). En negro se muestra el perfil de elucién de los marcadores de peso
molecular. B: Andlisis por inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de las alfcuotas elufdas,
revelado por ECL utilizando el HC-Mab 1A11. C: andlisis densitométrico (Molecular Dinamics,

ImageQuant) de las bandas de HC-Pro detectadas por ECL.

Fig. 5 A: Perfiles de elucién en FPLC (OD,,) de las protefhas presentes en un extracto de tabaco

infectado con PVY-0. Linea verde, tamp6n de extraccién y elucién TSM. Linea naranja, tampén de



extraccién y elucién TSM con DTT. En negro se muestra el perfil de elucién de los marcadores de
peso molecular. El andlisis por inmunoelectrotransferencia ("Western blot") de las alicuotas eluidas,
revelado por ECL utilizando el HC-Mab 1A11, muestra el patrén de bandas HC-Pro obtenido al

analizar un extracto en ausencia de DTT (B} 0 en presencia de DTT (C).

Fig. 6 Patrén de bandas HC-Pro obtenido al analizar por inmunoelectrotransferencia ("Western blot"),
revelada por ECL utilizando el HC-Mab 1A11, las alicuotas elufdas de una FPLC de extracto de planta

infectada con PVY-0 NAT o con PVY-1, preparado en presencia de DTT.

Fig. 7 Perfiles de elucién del HC-Pro generados mediante el andlisis densitométrico (Molecular
Dinamics, ImageQuant) de las bandas HC-Pro detectadas por ECL. A: Perfil de elucién del HC-Pro
de PVY-0 purificado. B: Perfil de elucién del HC-Pro de extracto de tabaco infectado con PVY-0
preparado y eluido en ausencia de DTT. C: Perfil de elucién del HC-Pro de exiracto de tabaco
infectado con PVY-0 preparado y eluido en ausencia de DTT, analizando dnicamente la banda de 50
kDa. D: Perfil de elucién del HC-Pro de exiracto de tabaco infectado con PVY-0 preparado y elufdo
en ausencia de DTT, analizando tinicamente las bandas de peso molecular mayor o igual a 100 kDa.
E: Perfil de elucién del HC-Pro de extracto de tabaco infectado con PVY-0 preparado y eluido en
presencia de DTT. *: Se representa para cada alicuoa elufda el porcentaje de protefna HC-Pro que
contiene respecto a la alicuota que dié ¢l valor mdximo, a la que se asigna arbitrariamente el valor

100%.
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Tabla 1. Transmisiéon por ifidos de PVY-0 NAT con ayuda de preparaciones de HC-Pro tratadas

con diferentes agentes quimicos. Efecto de diversos agentes sobre la transmisién viral

Experimentos de transmisidn

Adquisicidn a

través de membranas Secuenciales (*)
Tritén X-100 23 0/4 0/4 (**}
Tween 20 5% 6/6 4/4 3/4
CTAB 0.1% 0/6 0/6 0/6 0/6
EDTA 0.05M 4/4 3/4
EGTA 0.05M 4/4 5/10 2/4
UREA 2M 4/4 4/4 4/4
4M 0/4 0/4 0/4
&M 074 0/4 0/4
PMSF 0.05M 4/4 4/4 3/5 4/4
2-ME 2% 6/6 6/6 6/6 4/4 3/4 474 4/4 4/4
4/4 4/4 4/4

*: En los experimentos de transmisién control de planta a planta, la transmisién
fué negativa en todos los casos.
**: Los resuitados se expresan como el nimero de plantas infectadas sobre el total de plantas utilizadas

en cada experimento. Se utilizaron diez 4fidos por planta.



VI- CONCLUSIONES



El cstudio de la transmisién de virus del Género Potyvirus por dfidos, y del factor de transmsidén o

componente “helper” nos ha permitide llegar a las siguientes conclusiones:

1.- La transmisibilidad por 4fidos de cuatro aislados del virus Y de la patata (aislados PVY-0, PVY-0
NAT, PVY-1 y PVY-N), ha sido estudiada cn experimentos de transmisién de planta infectada a planta
sana. Los aislados PVY-0 y PVY-N han sido caraclerizados como transmisibles y los aislados PVY-0

NAT y PVY-1 como no transmisibles.

2.- Las protefnas de la cdpsida viral de los aislados PVY-0 NAT y PVY-1 son funcionales en la
transmisién de estos virus por dfidos, v en el caso del aislado PYY-0 NAT, su componente "helper”
no es funcional en transmisidn, segin se ha demostrado en experimentos de adquisicion a través de

membranas y secuenciales.

3.- El componente "helper” del aisiado PVY-0 NAT present6 un comportamiento electroforético
similar al que presentaron los componentes "helper” de los aislados transmisibles PVY-0 y PVY-N,
y como éstos, pudo ser purificado. En contraste, el componente "helper” del aislado PVY-1 no pudo
ser purificado siguiendo el protocolo habitual, pese a que su presencia en planta fué confirmada.
Mostré ademds un comportamiento electroforético diferente del que presemtaron los componentes

"helper” de los otros tres aislados de PVY analizados.

4.- Se han determinado las secuencias nucleotidicas de la regidn del ARN vi@ que codifica el
componente "helper” de tres aislados esparioles del virus Y de Ia patata. La secuencia de dicha regién
es de 1368 nucleétidos que codifican 456 aminodcidos. Se han identificado ocho aminoédcidos comunes
y exclusivos dec estos tres aislados cuando se compararon con otras secuencias conocidas de
componentes "helper” de PVY. La homologia de secuencia a nivel de aminodcidos fué elevada con

otros aislados de PVY siendo médxima con el virus C de la patata PVC, un 97%, y minima con un
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aislado hdingaro PVY-H, un 89,9%. La homologia con otros potyvirus comparados fué de alrededor

del S0%.

5.- La sccuencia del gen del componenie “helper” del aisiado PVY-0 NAT se diferencia de la de
aislado PVY-0 en dos nucleétidos, que se traducen en una unica diferencia aminoacidica. Se propone
que la falia de actividad biolégica del componente "helper” del aislado PVY-0 NAT tiene su origen

cn ¢sta sustitucion puntual.

6.- La secuencia del gen del componente "helper” del aislado PVY-1 se diferencia de ia del aislado
PVY-0 en dos nucleétidos, que se traducen en dos diferencias aminoacidicas. Se propone que las
propiedades diferenciales del componente "helper” del aislado PVY-1 estdn causadas por una o por

ambas sustituciones.

7.- Dentro de la region rica en cistefnas del extrermno amino de la proteina "helper”, los aislados PVY-0
NAT y PVY-1 presentaron mutaciones en posiciones estrictamente conservadas en todos 1os potyvirus
transmisibles por &fidos comparados. Estos datos apoyan la propuesta de que esta regién rica en

cistefnas estd implicada en el proceso de transmisién de virus por 4fidos.

8.- Se han producido diez anticuerpos monoclonales y un anticuerpo policlonal contra el componente
"helper” del virus Y de la patata. Todos los anticuerpos reconocieron el componente “helper” de PVY
en ensayos de ELISA Indirecto y ELISA DASI Siete de los monoclonales as{ como el anticuerpo
policional reconocieron ademés al componente “helper® de PVY en andlisis por

inmunoelectrotransferencia ("Western blot™).

9.- Estos anticuerpos monoclonales y el policlonal contra una protefna viral no estructural, posibilitan

la deteccidn de infeccién por potyvirus en planta y su diferenciacién. Ningin anticuerpo reconoci6 el
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componentc "helper” del virus del grabado del tabaco, dei virus A de la patata o del virus de la
Sharka. El! anticucrpo monoclonal 1A11 y el anticuerpo policlonal reconocieron los componentes
“helper” de 22 aislados de PVY analizados y de un aislado deil virus del moteado del pimiento. El
anticucrpo monoclonal 8E1 diferencia a los aislados de los grupos PVY® y PVY® de los del grupo
PVY™. Otros anticuerpos monoclonales pudieron ser utilizados para formar subgrupos de aislados de

PVY.

10.- Al estudiar comparativamente extractos de tabaco infectado con PVY, clarificados por
centrifugacion a alta o a baja velocidad, se obtuvieron valores de absorvancia similares, tanto en
ELISA Indirecto como en ELISA DAS. Se sugiere que el componente "helper” insoluble que pueda

estar formando parte de inclusiones amorfas, no contribuye a las lecturas de ELISA obtenidas.

11.- La exposicién de componente "helper” a extracto de planta en ausencia de agentes reductores de
grupos sulfidrilo provoca que, en andlisis por inmunoelectrotransferencia, anticuerpos especfficos del
componente "helper” reconozcan varias bandas proteicas con pesos moleculares superiores a 100 kDa,
ademds de la banda de 50 kDa correspondiente al componente "helper” monomérico. Se sugiere que
estas bandas son inducidas como consecuencia de una alteracién del componente "helper” por un

componente del extracto de planta.

12.- El componente "helper”" eluyc a tiempos correspondientes a pesos moleculares mayores del
esperado para una forma monomérica, con un méximo de elucién sobre los 200 kDa, cuando
preparaciones purificadas o extractos de planta infectada se analizan por FPLC. Se sugiere la existencia
de una agregacion enire protefnas monoméricas o con otro factor de la muestra. Se propone que el
componente "helper” soluble de estas preparaciones se encuentrarfa mayoritariamente en forma de

fetrameres,
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13.- Los componentes "helper” de los aislados PVY-0, PVY-0 NAT y PVY-1 eluyen mayoritariamente
a tiempos comrespondientes a pesos moleculares de 200 kiDa, cuando se analizan por FPLC extractos
de tabaco infectado preparados en presencia de un agente reductor de grupos sulfidrilo. Este hecho
indicarfa que la agregacion sugerida cs resisiente a la presencia de dicho agente reductor, aunque no
al tratamicnto desnaturalizante que conlleva un andlisis por SDS-PAGE, asi como que 10s componentes

"helper” defectuosos de los aislados no transmisibles mantienen la capacidad de formar agregados.
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