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RESUMEN

RESUMEN

El éxito que tienen los virus para colonizar a su hospedero se debe a las
interacciones entre proteinas virales y de la planta. Entre estas se ha encontrado
que la familia de factores de inicio de la traduccién elF4E juega un papel
importante durante la infeccibn por miembros de la familia Potyviridae. En
Arabidopsis thaliana la presencia de elF(iso)4E es necesaria para la
susceptibilidad a los virus del mosaico de la lechuga (LMV), del mosaico del nabo
(TuMV) y del jaspeado de tabaco (TEV). Adicionalmente, se ha encontrado que en
el ecotipo Col-0 de A. thaliana la diseminacion sistémica de los virus TEV, LMV y
el virus de la enfermedad del ciruelo (PPV) es restringida por un mecanismo
llamado RTM (por sus siglas en inglés Restriction of TEV Movement).

En este trabajo se describe un aislamiento mexicano de TEV (TEV-TAMPS) capaz
de sobrepasar el mecanismo de resistencia RTM de A. thaliana Col-0, permitiendo
su diseminacion sistémica solo en presencia de elF(iso)4E. Para poder explicar la
funcién de elF(iso)4E durante la infeccion por TEV-TAMPS, se cuantificaron los
niveles de RNA viral acumulado en hojas locales y sistémicas, la sintesis de RNA
viral antisentido como intermediario de la replicacion y los niveles de RNA viral en
fracciones polisomales como una aproximacion a la traduccién del genoma viral en
plantas silvestres y mutantes de elF(iso)4E. Los datos experimentales indican que
la ausencia o sobreexpresion de elF(iso)4E no afectan la traduccion y replicacion
de TEV-TAMPS; sin embargo, la diseminacién sistémica fue abatida en plantas
mutantes nulas de elF(iso)4E. Finalmente, en experimentos de co-
inmunoprecipitacion se encontr6 a la proteina unida al genoma viral (VPQ)
asociada con elF4E y elF(iso)4E, mientras que la proteina de capside (CP) solo
estaba en complejo con elF(iso)4E. CP y VPg son necesarias para la diseminacién
de TEV, por lo que se propone que la interaccion de elF(iso)4E con dichas
proteinas podria facilitar el movimiento sistémico de TEV-TAMPS en A. thaliana

ecotipo Col-0.
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ABSTRACT

The successful host colonization by virus is due to interactions between viral
proteins and plant factors. Among the latter, the family of translation initiation
factors elF4E plays an important role during viral infection by the Potyviridae family
members. In Arabidopsis thaliana elF(iso)4E is required for susceptibility to Lettuce
mosaic virus (LMV), Turnip mosaic virus (TuMV) and tobacco etch virus (TEV).
Moreover it has been found that in A. thaliana wild type Col-O ecotype there is a
system to control the systemic spread of TEV, LMV and Plum Pox virus (PPV),
named RTM by Restriction of TEV Movement.

In this work we describe a mexican TEV isolate (TEV-TAMPS) able to overcome
the RTM mechanism in A. thaliana Col-0 ecotype, allowing the systemic spread of
the virus only in the presence of elF(iso)4E factor. To explain elF(iso)4E function
during TE-TAMPS infection, the levels of viral RNA were quantified in local and
systemic leaves, as well as an antisense viral RNA as an intermediate of viral
replication, and the sense RNA levels in polysomal fractions as translation activity
approximation in wild type and elF(iso)4E mutant plants. The experimental data
indicate that neither the absence or the overexpresion of elF(iso)4E affect the viral
translation and replication, yet the systemic spread of TEV-TAMPS is dejected in
elF(iso)4E null mutant plants. Finally in co-immunopresipitation experiments the
viral genome linked protein (VPg) was found to associate with both elF4E and
elF(iso)4E factors, whereas the capsid protein (CP) was found to make a complex
only with elF(iso)4E. Since both, CP and VPg are needed for TEV systemic
spread, it is proposed that the interaction of elF(iso)4E with these proteins
facilitates the systemic movement of TEV-TAMPS in A. thaliana ecotype Col-0.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

Cap: Estructura presente en el extremo 5’ de un mRNA eucarionte (7mGpppN,
donde N es cualquier nucledtido)

BASTA: Glufosinato de amonio

BCIP: sal de p-toluidina 5-Bromo-4-chloro-3'-indoliphosfato

BCMNV: Bean Common Mosaic Necrotic Virus (virus del mosaico comdn necrotico
del frijol)

BCMV: Bean Common Mosaic Virus (Virus del mosaico comuan del frijol)
BDMV: Bean Dwarf Mosaic Virus (virus del mosaico enano del frijol)

BSMV: Barley Stripe Mosaic Virus (Virus del mosaico rayado de la cebada)
CCMV: Cowpea Chlorotic Mottle Virus (Virus del moteado clorético del caupi)
cDNA: complementary desoxirribonucleic Acid (Acido desoxiribonucléico
complementario)

CIYVV: Clover Yellow Vein Virus (Virus del amarilleo de las venas del trébol)
Cl: Proteina de la inclusion cilindrica

CMV: Cucumber Mosaic Virus (Virus del mosaico del pepino)

CP: Capsid protein (Proteina de capside)

DEPC.: Dietil-pirocarbonato

DNA: Desoxiribonucleic Acid (Acido desoxiribonucléico)

dpi: dias post-inoculacion

eEF1: Factor eucariotico de elongacién de la traduccion 1

eEF1a: Subunidad alfa del eEF1

elF(iso)4E: Isoforma del factor de inicio de la traduccion 4E

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay (Ensayo de inmunoabsorcion ligado
a enzimas)

EMS: Metanosulfonato de etilo

GFP: Green fluorescent protein (Proteina verde fluorescente)

GRV: Groundnut Rosette Virus (Virus de la roseta del cacahuate)

GUS: B-glucuronidasa

HC-Pro: Componente auxiliar de la proteasa viral

HR: Hypersensitive response (Respuesta hipersensible)

IP: Inmunoprecipitacion

LFY: Proteina LEAFY

LMV: Letuce Mosaic Virus (Virus del mosaico de la lechuga)

Vi
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MATH: Meprin and TRAF homology (proteina con dominio de meprina y homaologo
a TRAF

MP: Movement protein (Proteina de movimiento)

NBT: Nitroazul de tetrazolio

NCBP: Proteina novedosa de unién a cap

Nla: Nuclear Inclusion Protein A (Proteina de inclusion nuclear A)

Nib: Nuclear Inclusion Protein B (Proteina de inclusién nuclear B)

nm: NanGmetros

ORF: Open Reading Frame (Marco de lectura abierto)

PABP: Poly(A)” Binding Protein (proteina que se une a la cola de Poli(A) )

pb: Pares de bases

PBS: Solucion salina de fosfatos

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PDCB: Familia de proteinas de unién a calosa

PDLP1-8: Proteinas parecidas a receptores

PEG: Polietilén glicol

PIPO: Pretty Interesting Potyviridae ORF (ORF de Potyviridae bastante
interesante)

PLRV: Potato Leafrolling Mosaic Virus (Virus del enrollamiento de la hoja de la
papa)

PPV: Plum Pox Virus (virus de la enfermedad del ciruelo)

PTE: Polioxietileno 10 tridecil éter

PVX: Potato X Virus (Virus X de la papa)

PVY: Potato Y Virus (Virus Y de la papa)

gPCR: Reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa

RCNMV: Red Clover Necrotic Mosaic Virus (Virus del mosaico necroético del trébol
rojo)

RGP2: Polipeptido de glicosilacion reversible asociado al aparato de Golgi y
plasmodesmo

RNA: Ribonucleic Acid (Acido ribonucléico)

RT: Reaccién de reverso transcripcion

RTM: Restriction of Tobacco Etch Virus Movement (Restriccion del movimiento
sistémico del Virus del jaspeado del tabaco)

SAR: Systemic acquired resistance (Resistencia sistémica adquirida)

SLCV: Squash Leaf Curl Virus (Virus del enrollamiento la hoja del calabacin)
Spec: Espectinomicina
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TBRV: Tomato Black Ring Virus (Virus del anillo negro de jitomate)

TCV: Turnip crinkle virus (Virus del marchitamiento del nabo)

TEV: Tobacco Etch Virus (Virus del jaspeado del tabaco)

TGB: Bloque triple de genes

TMV: Tobacco Mosaic virus (Virus del mosaico del tabaco)

TuMV: Turnip Mosaic Virus (Virus del mosaico del nabo)

TRAF: Tumor necrosis factor receptor associated factor (factor asociado al
receptor del factor de necrosis tumoral

UTR: region no traducible

VPg: Viral genome linked protein (Proteina unida al genoma viral)
WCIMV: White Clover Mosaic Virus (Virus del mosaico del trébol blanco)
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INTRODUCCION

Funcién del factor de inicio de la traduccién elF(iso)4E en el movimiento del
Virus del Jaspeado del Tabaco (TEV).

1. INTRODUCCION

El éxito que tienen los virus de plantas para colonizar a un hospedero se debe a
las interacciones que se llevan a cabo entre proteinas del hospedero y proteinas
provenientes del virus desde el establecimiento de la infeccion hasta su
diseminacioén sistémica por toda la planta (Ventelon-Debout, Delalande et al. 2004,
Serva y Nagy 2006, Roudet-Tavert, Michon et al. 2007).

La dispersion sistémica viral puede ocurrir en diferentes estadios de la infeccion
(Taliansky, Torrance et al. 2008), por lo que las estrategias de movimiento viral
involucran el transito a través de muchos tipos celulares y tejidos (Carrington,
Kasschau et al. 1996). Se ha sugerido que este proceso es mediado por proteinas
virales especificas denominadas proteinas del movimiento (MPs). Dichas
proteinas interactian con el genoma viral o particulas virales ensambladas para
facilitar el movimiento viral (Carrington y Whitham 1998). Inicialmente, los virus en
forma de viriones o como complejos de proteinas y &cidos nucleicos son movidos
desde los sitios de infeccion temprana hacia los plasmodesmos (canales que
atraviesan la pared celular y permiten la comunicacién simplastica entre células
adyacentes). De éste modo, el virus llega a las células del floema y puede ser
transportado a otros tejidos. Rutas similares son empleadas por las plantas
hospederas para llevar a cabo el trafico intercelular de macromoléculas, lo que ha
sugerido que los virus como oportunistas, utilizan los sistemas de transporte del
hospedero para su movimiento y posterior dispersién en la planta (Heinlein 2002,
Hofmann, Sambade et al. 2007, Taliansky, Torrance et al. 2008, Harries y Ding
2011, Niehl y Heinlein 2011).

Un gran numero de investigaciones han identificado diversos genes involucrados
en la resistencia contra virus de RNA. Algunos actian de manera dominante
mediante la induccion de una barrera basal para uno o mas estadios de la
infeccion viral. Ejemplo de estos genes son las proteinas RTM (por restriccion del
movimiento sistémico de TEV) encontrados en A. thaliana silvestre ecotipo Col-O.
De éstas proteinas se han identificado tres conocidas como RTM1 (una cadena a
de una jacalina, involucrada en el plegamiento de proteinas), RTM2 (ésta posee
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un dominio amino terminal parecido a una proteina de choque térmico) y RTM3
(pertenece a una familia no descrita de 29 miembros caracterizada por un N-
terminal con dominio de meprina y homodlogo a TRAF y en la parte C-terminal un
dominio Coiled-coil). Aunque no se conoce el mecanismo, éstas proteinas limitan
el movimiento sistémico de TEV restringiéndolo solo a la hoja infectada (Mahajan,
Chisholm et al. 1998, Chisholm, Mahajan et al. 2000, Whitham, Anderberg et al.
2000, Chisholm, Parra et al. 2001, Cosson, Sofer et al. 2010).

Otro tipo de resistencia es la de tipo recesiva la cual es generada por mutaciones
puntuales o polimorfismos en proteinas de la planta hospedera repercutiendo en la
pérdida de interaccion con elementos virales, ejemplo de esto es la resistencia
mediada por factores del inicio de la traduccion miembros de la familia elF4E
(Robaglia y Caranta 2006, Nicaise, Gallois et al. 2007, Hwang, Li et al. 2009, Carr,
Lewsey et al. 2010, Piron, Nicolai et al. 2010, Ashby, Stevenson et al. 2011).

Los miembros de la familia elF4E se caracterizan por su capacidad de
interaccionar con el cap de los mMRNA eucariontes. A diferencia de los mMRNA
celulares, los genomas de virus de RNA pueden presentar varias modificaciones
en sus extremos 5’ o0 3. En el caso de los Potyvirus su genoma esta constituido
por RNA de cadena sencilla positiva quien en vez de cap, tiene unida
covalentemente en el extremo 5 a la proteina VPg de origen viral (Carrington y
Freed 1990).

Una mutante nula para elF(iso)4E en A. thaliana ecotipo Col-0 mostr6 resistencia
a los Potyvirus, virus del mosaico del nabo (TuMV) y virus del mosaico de la
lechuga (LMV), pero fue susceptible al virus del anillo negro de tomate (TBRV) y al
virus del mosaico del pepino (CMV) pertenecientes a géneros distintos (Duprat,
Caranta et al. 2002). Curiosamente, esta mutante mostraba mayores niveles de
expresion de elF4E, lo cual sugirid que virus diferentes podrian utilizar de manera
preferencial distintas isoformas de elF4E durante su ciclo de infeccién en este
hospedero. Trabajos realizados con diferentes plantas como hospederos de
distintos virus han revelado que efectivamente existe una especificidad entre virus-
isoforma elF4E-hospedero (Robaglia, 2006; Wang & Krishnaswamy, 2012).

Por otra parte en estudios realizados in vitro se ha observado que elF4E y
elF(iso)4E son capaces de interaccionar con la proteina VPg de Potyvirus, siendo
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esta interaccién un elemento critico durante la infeccién viral (Leonard, Plante et
al. 2000), por lo que se han sugerido los siguientes mecanismos durante la
infeccién por Potyvirus: (1) participando en la traducciéon del genoma viral; (2)
protegiendo el genoma viral contra la degradacion; (3) facilitando la movilizaciéon
del virus dentro del hospedero; (4) participando en un mecanismo de inhibicion de
la traduccién de mRNAs celulares; (5) contrarrestando el mecanismo de defensa
que la planta establece mediante silenciamiento por RNAi. Mientras que los
primeros tres mecanismos fueron sugeridos por Lellis et al, (2002), la inhibicion de
la traduccidn celular se apoya por los trabajos de Eskelin et al. (2011) y Khan et al.
(2008), y el quinto mecanismo fue sugerido recientemente por Wang y
Krishnaswamy (2012). Datos del laboratorio no publicados han evidenciado que la
ausencia de elF(iso)4E en A. thaliana afecta la dispersion sistémica de un aislado
mexicano de TEV; aunque no se ha estudiado a nivel molecular la funcién de este
factor en el ciclo de infeccion viral.

En este trabajo se obtuvo la secuencia del genoma de un aislamiento de TEV
proveniente del estado de Tamaulipas (TEV-TAMPS), capaz de sobrepasar la
resistencia RTM de A. thaliana Col-0. Andlisis filogenéticos realizados con las
secuencias VPg y CP revelaron divergencia entre aislamientos que son afectados
por el mecanismo de defensa RTM y TEV-TAMPS. Dado que VPg y CP son
proteinas involucradas en el movimiento viral, cambios en algunos aminoacidos en
las regiones central y N-terminal respectivamente podrian ser responsables de la
capacidad de TEV-TAMPS para sobrepasar este mecanismo de resistencia. Por
otra parte, se observd, que elF(iso)4E es dispensable para la replicacion y
traduccion viral en A. thaliana, pero no para el movimiento sistémico de TEV-
TAMPS. Ademas, mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion se encontré
que elF(iso)4E se asocia in vivo con proteinas virales importantes para el
movimiento local y sistémico como son CP y Nla (precursor de VPg), apoyando la
hipotesis de que este factor juega un papel en el transporte del RNA viral en el
sistema A. thaliana-TEV.
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2. ANTECEDENTES

Los sintomas de las infecciones virales tales como desarrollo anormal, clorosis y
necrosis, ademas de alteraciones fisiologicas como decremento en la fotosintesis,
incremento en la respiracion, acumulacion de compuestos nitrogenados e
incremento en procesos oxidativos son el resultado de las interacciones que
promueven la propagacion viral (Culver y Padmanabhan 2007), en los siguientes
parrafos se describen algunos mecanismos que emplean los virus para
propagarse a través del hospedero asi como estrategias que éstos han
desarrollado para contrarrestar el proceso de infeccién viral.

2.1 Mecanismos de propagacion viral en plantas.

Los virus de plantas se propagan desde las células inicialmente infectadas hacia el
resto de la planta (Taliansky, Torrance et al. 2008). La infeccién viral sistémica es
usualmente limitada a ciertas especies hospederas. Por otro lado algunos
hospederos pueden restringir al virus a la hoja inoculada o bien a las células
inicialmente inoculadas y en algunos casos, donde la infeccién sistémica tiene
éxito, el virus puede no ser capaz de infectar todos los tejidos. Descrito de una
manera breve, una vez que un virus ha entrado en una célula, con ayuda de las
MPs éste es diseminado de una célula a otra a través de los plasmodesmos para
crear un foco de infeccion local hasta alcanzar los tejidos de la vasculatura por los
cuales es cargado a tejidos distales de manera similar como lo hacen los
fotoasimilatos (Figura 1) (Niehl y Heinlein 2011).
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Figura 1. Esquema que representa un corte longitudinal de una hoja. Las flechas
indican el flujo de moléculas para su carga al floema pasando por distintos tipos
celulares comunicados por plasmodesmos (tomado de Lucas y Wolf, 1993).

2.1.1 Movimiento viral de célula a célula.

En plantas existen dos rutas de transporte intercelular de moléculas: la ruta
apoplastica que comunica mediante interacciones receptor-ligando, y la ruta
simplastica que permite el intercambio directo de macromoléculas intercelular a
través de los plasmodesmos (Heinlein y Epel 2004, Boller 2005).

Los plasmodesmos son canales membranosos que permiten la conexion de
células adyacentes estableciendo una dinamica de rutas de entrega de nutrientes
y moléculas mensajeras tales como hormonas, proteinas reguladoras y RNAs
(Cilia y Jackson 2004, Kim 2005, Lucas, Ham et al. 2009). Estos canales se
forman durante la citocinesis cuando una parte del reticulo endoplasmico queda
atrapado en el desarrollo del fragmoplasto. El reticulo endoplasmico forma un
canal membranoso axial central conocido como desmotubulo (Figura 2). El
pequefio espacio entre la membrana plasmatica y el desmotubulo es una conexion
citoplasmatica la cual se ha visto interrumpida por cuerpos proteicos para formar
una red de microcanales. Algunas moléculas pequefias pueden ser transportadas
por difusion. El dominio de pared celular que rodea al plasmodesmo es también
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caracteristico, habiendo depésitos de calosa cerca de la abertura del cuello y de
las areas ricas en pectina en la region central (Figura 2). Los plasmodesmos estan
presentes en las interfaces de todas las células simplasticamente conectadas, sin
embargo, son modificados estructural y funcionalmente durante el desarrollo para
crear dominios simplasticos especificos afectando la conductividad del
plasmodesmo (Oparka y Turgeon 1999, Lucas y Lee 2004).
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Figura 2. Esquema de un plasmodesmo simple que muestra la organizacion
general y propuesta de la localizacibn de algunas proteinas que se han
encontrado asociadas a ésta estructura (Tomado de Benitez-Alfonso, 2010).

Se han encontrado un gran nimero de proteinas localizadas en el plasmodesmo,
de las cuales no se ha discernido si estan asociadas al mismo de manera
transitoria o indirecta. Considerando una funcion analoga al complejo del poro
nuclear, se ha especulado que podria haber decenas o centenares de proteinas
asociadas a la estructura y funcion del plasmodesmo. Referencias experimentales
dan evidencia de componentes del citoesqueleto asociados directamente a ésta
estructura por ejemplo: actina, miosina VIII, centrina y tropomiosina (Faulkner,
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Blackman et al. 2009), una familia de proteinas parecidas a receptores (PDLP1-8)
(Thomas, Bayer et al. 2008), la 3-1,3-glucanasa, una familia de proteinas de unién
a calosa (PDCB) (Simpson, Thomas et al. 2009), un polipéptido de glicosidacién
reversible asociado al aparato de Golgi y plasmodesmo (RGP2), remorinas
asociadas a balsas lipidicas (Raffaele, Bayer et al. 2009) y calreticulina asociada a
reticulo endoplasmico (Maule 2008).

La regulacion del flujo molecular a través del plasmodesmo y los roles de sus
componentes permanecen sin esclarecer, sin embargo muchos esfuerzos han sido
enfocados en el estudio de los mecanismos de cierre fisico de la apertura del
plasmodesmo por deposicion de calosa en la parte cercana a la pared. En este
mecanismo, se ha planteado que la actina esta posiblemente rodeando al
desmotlbulo, causando tension y contrayendo la estructura del plasmodesmo
para controlar el flujo molecular y asi afectar el limite del tamafio de exclusién del
plasmodesmo (Ding, Kwon et al. 1996, Benitez-Alfonso, Faulkner et al. 2010, Su,
Liu et al. 2010, Zavaliev, Ueki et al. 2011).

Mientras que en tejidos demanda el plasmodesmo tiene una simple estructura
primaria y un limite de exclusion bastante grande permitiendo la libre difusion de
macromoléculas, por ejemplo la proteina verde fluorescente (GFP), los
plasmodesmos en tejidos fuente tienen una compleja estructura secundaria
ramificada y un limite de tamafio de exclusién restringido (Oparka, Roberts et al.
1999).

El trafico a través del plasmodesmo puede ser clasificado en dos tipos: no dirigido
y dirigido. El primero ha sido demostrado para pequefias proteinas citoplasméaticas
las cuales se pueden mover entre células por simple difusién dependiendo de su
abundancia y peso molecular. Un ejemplo de éste tipo de trafico es el de la
proteina LEAFY (LFY) en A. thaliana la cual ha sido reportada capaz de moverse
entre células adyacentes con el fin de activar genes homedticos (Sessions,
Yanofsky et al. 2000). Por otra parte, el trafico dirigido esta caracterizado por el
transporte de proteinas conducido por proteinas de movimiento. Un ejemplo claro
de este tipo de movimiento es el trafico de genomas virales a través del
plasmodesmo, en éste mecanismo se ha caracterizado un sistema de MPs que
interactian con el plasmodesmo incrementando el limite de tamafio de exclusion.
También se han identificado algunas proteinas y estructuras subcelulares que
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podrian estar involucradas en el movimiento viral. Por mencionar algunas, se ha
encontrado que la chaperona HSP70 (Aoki, Kragler et al. 2002), la actina y
miosina del citoesqueleto, el reticulo endoplasmico (Heinlein, Epel et al. 1995,
Reichel, Mas et al. 1999), proteina cinasas dependientes e independientes de
calcio (Yoshioka, Matsushita et al. 2004, Lee, Taoka et al. 2005, Trutnyeva,
Bachmaier et al. 2005), metil esterasas de pectina (Chen, Sheng et al. 2000) y
muchas proteinas con funciones desconocidas se asocian con el plasmodesmo y
en algunos casos interactlian con las proteinas virales del movimiento teniendo un
papel en el trafico intercelular (Alfonso, Cantrill et al. 2006).

Los virus en forma de viriones o en complejos de proteinas y &cidos nucléicos son
movidos de los sitios de replicacién hacia los plasmodesmos a través de rutas
similares empleadas por las plantas hospederas para llevar a cabo el trafico
intercelular de macromoléculas. Es generalmente aceptado que los
plasmodesmos tienen la capacidad de permitir la salida y/o la entrada de proteinas
endogenas y complejos ribonucleoprotéicos para ejercer control en el proceso de
desarrollo de células no autbnomas (Lucas y Wolf 1993, Nakajima, Sena et al.
2001). Algunos estudios han demostrado que este sistema permite la
translocaciéon de algunos RNAs celulares a larga distancia, o que ha sugerido que
los virus por medio de sus proteinas secuestran a los sistemas de transporte del
hospedero para su movimiento (Ruiz-Medrano, Xoconostle-Cazares et al. 1999,
Taliansky, Torrance et al. 2008).

Las proteinas virales son requeridas para la replicacion, movimiento intercelular,
supresion del silenciamiento, la encapsidacion y en algunas ocasiones pueden
poseer mas de una funcion. Por ejemplo en el genoma del virus del mosaico del
tabaco (TMV) se encuentran codificadas dos subunidades de la replicasa viral
(126 KDa y 183 KDa), una MP de 30 KDa y CP de 17.5 KDa (Heinlein 2002). La
replicasa es requerida para llevar a cabo la replicacion del RNA viral y existen
evidencias de que se puede asociar al movimiento viral (Hirashima y Watanabe
2001). La falta de MP es dispensable para la replicacién viral pero afecta el
movimiento célula a célula y la diseminacion sistémica. La CP es requerida para la
encapsidacion del RNA viral, estabilidad y transmisiéon mecanica del virus. Analisis
de mutantes de TMV carentes de la region que codifica para CP indican que estos
mutantes se encuentran afectadas en la capacidad de moverse sistémicamente
pero no para llevar a cabo el movimiento célula a célula, lo que ha sugerido que
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éste ultimo movimiento del virus es en forma no encapsidada (Holt y Beachy
1991).

Los virus de plantas pueden ser clasificados en cinco tipos dependiendo el ciclo
viral y las proteinas que requieren para llevar a cabo el movimiento célula-célula:
1) los que utilizan sistemas de trafico viral que requieren Unicamente la MP; 2)
sistemas virales en los que se requieren dos proteinas para el movimiento local; 3)
sistema particular para begomovirus que emplea una MP y una proteina de
acarreamiento nuclear; 4) sistemas donde es necesaria la expresion de multiples
proteinas; y 5) sistemas de trafico de proteinas enddgenas en células no
autbnomas y complejos ribonucleoprotéicos (tabla 1) (Lucas 2006).

Tabla 1. Clasificacion de virus de DNA y RNA acorde a las proteinas requeridas en
el movimiento célula a célula. Tomada de Lucas (2006).

Grupo Género Especie MP(s) Proteinas auxiliares
1 Tobamovirus TMV 30 kDa
Dianthovirus RCNMV 30 kDa
Umbravirus GRV ORF 4
2 Bromovirus CCMV 3a
Cucumovirus CmMVv 3a CP
Begomovirus BDMV/SLCV BCI BV1
4 Potyvirus TEV/BCMNV/LMV HC-Pro + CP CI
Hordei-like BSMV TGBp 1 TGBp2 +TGBp3
virus
5 Potex-like PVX/WCIMV TGBp 1 TGBp2 +TGBp3 +
virus CP

Para el grupo 1 se ha propuesto que MP de TMV causa incremento en la
permeabilidad y el limite del tamafio de exclusion del plasmodesmo facilitando el
paso de la particula ribonucleoprotéica viral a través del canal pero provocando al
mismo tiempo alteracion en el transporte de carbohidratos, RNAs pequefios y
algunas proteinas afectando la localizacion de recursos celulares y las sefiales de
comunicaciéon entre células. Este mecanismo de movimiento es independiente de
la proteina de la cipside. Ademas, se ha demostrado que TMV no requiere estar
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en forma de viridbn para poder moverse de una célula a otra (Citovsky, Knorr et al.
1990, Citovsky, Wong et al. 1992, Scholthof 2005, Culver y Padmanabhan 2007).

En el caso de los virus incluidos en el grupo 2, se sabe que requieren de una MP
para permitir el movimiento célula a célula del virus, sin embargo, en algunos
casos, la CP es requerida para el paso a través de los plasmodesmos. En tales
casos CP cumple la funcibn de una proteina auxiliar de MP. El género
Cucumovirus provee un claro ejemplo de este mecanismo. Se sabe que para el
que se lleve a cabo el movimiento célula a célula de CMV se requiere la
asociacion de su MP con el RNA viral formando una particula ribonucleoproteica,
que al igual que la MP de TMV induce un cambio en el limite del tamafio de
exclusion del plasmodesmo. Sin embargo, la formacion de la particula no es
suficiente para inducir el movimiento. Curiosamente al expresar proteinas MP
truncadas en el extremo carboxilo, la interaccion de MP con el RNA viral en los
complejos ribonucleoprotéicos es mas fuerte y viable para moverse, sugiriendo un
modelo en el que la CP de CMV induce un cambio conformacional en MP para
formar complejos ribonucleoprotéicos competentes para el movimiento (Palukaitis
y Garcia-Arenal 2003, Kim, Kalinina et al. 2004, Taliansky, Torrance et al. 2008).

El grupo 3 incluye a begomovirus perteneciente a la familia Geminiviridae. Estos
virus tienen genoma de DNA de cadena sencilla (ssDNA), son multipartitas y
presentan secuencias que codifican proteinas MP. Se ha estudiado ampliamente
el mecanismo de movimiento de la MP BC1l. Esta proteina interacciona
unicamente con DNA de manera especifica, reflejando el estado de replicacion
viral. EI DNA de estos virus es replicado dentro del nacleo y la exportacion de la
progenie en forma de cadena doble o sencilla es mediada por la proteina BV1 de
acarreamiento nuclear. La interaccion entre BV1 y BC1 es esencial para que en
complejo pueda llevarse a cabo el movimiento a través de los plasmodesmos
(Gilbertson, Sudarshana et al. 2003).

Para el grupo 4 se ha documentado el requerimiento de MP y dos proteinas
adicionales necesarias para efectuar el movimiento célula a célula. Dentro de este
grupo, el género Potyvirus es un caso interesante ya que en su genoma no parece
haber un marco de lectura que codifique una proteina MP. En éste género viral se
han optimizado las funciones de las proteinas existentes para poder cumplir con
las funciones de proteinas de movimiento (Revers, Le Gall et al. 1999).
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Experimentos de microinyeccion de proteinas de LMV y del virus comun de la
necrosis en mosaico del frijol (BCMNV) revelaron que las proteinas CP y el
componente auxiliar de la proteinasa (HC-Pro) pueden a) inducir incremento en el
limite del tamafio de exclusion del plasmodesmo, b) transitar a través del
plasmodesmo y c) facilitar el movimiento de célula a célula del RNA viral (Rojas,
Zerbini et al. 1997). Interesantemente, HC-Pro de BCMNV es mas eficiente que
CP para inducir el cambio en el limite del tamafio de exclusion del plasmodesmo y
el trafico de célula a célula. Se ha sugerido que HC-Pro y CP podrian actuar
cooperativamente mediando el trafico del RNA viral (Roudet-Tavert, German-
Retana et al. 2002). El resto de las proteinas codificadas por el genoma del
Potyvirus al parecer no interaccionan o producen cambios en las propiedades de
los plasmodesmos, sin embargo, se ha probado que la RNA helicasa Cl es
requerida para hacer eficiente la dispersion viral de célula a célula en etapas
tempranas de la infeccion. Debido a esto, se ha planteado que Cl es una proteina
auxiliar del proceso de movimiento (Rojas, Zerbini et al. 1997, Carrington, Jensen
et al. 1998, Roberts, Wang et al. 1998).

Finalmente los virus del grupo 5 usan un sistema mediado por la expresion de un
bloque triple de genes (TGB), que codifica para las proteinas TGBpl, TGBp2 vy
TGBp3, todas ella esenciales para el movimiento viral de célula a célula. La
proteina TGBpl de los sistemas de movimiento viral parecidos a los Hordeivirus
contiene multiples sitios de interaccion con RNA con una fuerte actividad de unién
cooperativa. Estas propiedades pueden explicar por qué los virus pertenecientes a
este grupo no requieren de la proteina CP (Morozov y Solovyev 2003).
Consistente con el argumento anterior, se han podido aislar de tejidos infectados
complejos de RNA viral asociado con TGBpl. Otra caracteristica de TGBpl es
gue presenta actividad de helicasa ATP-dependiente; mediante mutaciones en el
dominio de helicasa se ha podido averiguar que esta funcion es indispensable
para llevar a cabo el movimiento célula a célula aunque no se conoce si la
actividad de helicasa de TGBpl tiene una funcion similar a la proteina Cl de
Potyvirus (Zamyatnin, Solovyev et al. 2004). Por otra parte, TGBpl parece carecer
de la capacidad para modificar el limite del tamafio de exclusion del plasmodesmo.
En este sentido las proteinas auxiliares TGBp2 y TGBp3 son esenciales para el
movimiento de complejos formados por RNA viral y TGBpl hacia plasmodesmos
(Erhardt, Stussi-Garaud et al. 1999, Erhardt, Morant et al. 2000).
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El grupo 5 incluye virus parecidos a miembros del género Potexvirus (Tabla 1), los
cuales codifican a una proteina conservada TGBpl. Esta proteina es esencial para
el movimiento célula-célula. Adicionalmente los virus de este grupo requieren de la
proteina CP, ademas de otras cuatro proteinas virales, para llevar a cabo la
dispersién célula a célula. Un gran numero de trabajos han planteado que la
proteina TGB1 de este tipo de virus induce cambios en el limite del tamafio de
exclusién del plasmodesmo para poder mediar el movimiento viral. Aunque no ha
sido entendida completamente la funcion de ésta proteina, se ha sugerido un
papel importante en la compartamentalizacion de productos génicos virales
mediante la remodelacion de las fibras de actina y membrana del reticulo
endoplasmico, ejerciendo control del transporte viral intracelular (Yang, Ding et al.
2000, Howard, Heppler et al. 2004, Tilsner, Linnik et al. 2012).

2.1.2 Movimiento viral sistémico.

El movimiento de célula-célula y el movimiento sistémico o a distancia son
procesos diferentes en los cuales son usadas distintas proteinas virales. A la fecha
no se han esclarecido los mecanismos por los cuales los virus pueden entrar,
moverse Yy salir del sistema vascular. Este sistema esta rodeado por células del
haz de la hoja y contiene distintos tipos celulares como células del parénquima,
células acompafantes y elementos cribosos. El transporte de un virus dentro del
tejido vascular implica el movimiento desde células del meséfilo hacia las células
del haz vascular de la hoja, desde células del haz vascular de la hoja hacia células
del parénquima vascular o células acompafantes, y la subsecuente entrada a los
elementos cribosos (Oparka y Turgeon 1999). Se ha sugerido que la salida del
tejido vascular involucra los mismos pasos en orden inverso aunque con algunas
excepciones (Swanson, Barker et al. 2002).

Los elementos cribosos y células acompafantes se originan a partir de las mismas
células precursoras, pero durante la diferenciacion, los elementos cribosos pierden
organelos (nucleo y mitocondrias), asi como ribosomas, y se vuelven
dependientes de las células acompafantes en términos de suministro de
biomoléculas esenciales. La interface entre el haz vascular y las células del
parénquima vascular, o parénquima vascular y las células acompafantes, a
menudo constituye el principal obstaculo que bloquea la entrada de los virus en
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elementos cribosos e impide el movimiento viral a larga distancia (Shun Ding,
Carter et al. 1998, Thompson y Garcia-Arenal 1998).

La invasion de las venas en una hoja inoculada es un prerrequisito para la rapida
diseminacién de los virus a través del hospedero. Dependiendo de la combinacion
virus-hospedero se establecen diferencias en el modo en el que los virus son
cargados y descargados del sistema vascular. Por mencionar un par de ejemplos,
el TMV es cargado al floema en todas las venas de las hojas inoculadas de
Nicotiana benthamiana, mientras que los Potyvirus se cargan a través de las
venas mas pequefias del tejido fuente. Sin embargo, la descarga de ambos tipos
virales desde el floema es a través de las venas mas grandes del tejido demanda
(Shun Ding, Carter et al. 1998, Cheng, Su et al. 2000, Rajamaki y Valkonen 2002).

La punta de una hoja es la parte mas vieja y la primera en pasar de ser de tejido
demanda a tejido fuente. Posteriormente, el limite de transicion se mueve
gradualmente hacia la parte basal de la hoja durante su maduracién. A nivel de
toda la planta, la transicion comienza en las hojas mas viejas y conforme la planta
madura, mas hojas de la parte superior adquieren la condicién de tejido fuente.
Considerando esto, se piensa que el proceso de inicio de la infeccién hasta la
carga del virus al floema es mas corto cuando el virus se inocula en una hoja
fuente o en el tejido fuente de una hoja (Vuorinen, Kelloniemi et al. 2011).

En los tejidos demanda, los virus son descargados desde los elementos cribosos a
través del mismo tipo de células por las que se lleva a cabo la carga al floema,
pero en orden inverso. Los plasmodesmos son mas dilatados en los tejidos
jovenes vy, por lo tanto, mas permisivos en tejidos demanda que en tejidos fuente
(Crawford y Zambryski 2001, Kim, Cho et al. 2005).

Los virus pueden moverse sistémicamente en elementos cribosos como particulas
de virus (Simon-Buela y Garcia-Arenal 1999), o en complejos con proteinas. En
muchos casos no es clara la forma en la que se lleva a cabo el movimiento de los
virus a través del sistema vascular. Por ejemplo, se ha observado que mutaciones
en la parte central de la proteina CP de Potyvirus, interfieren con el ensamblaje del
virion comprometiendo el movimiento a larga distancia, lo que sugiere que los
Potyvirus podrian moverse sistémicamente en forma de viriones (Dolja, Haldeman
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et al. 1994, Dolja, Haldeman-Cahill et al. 1995, Varrelmann y Maiss 2000, Arazi,
Shiboleth et al. 2001).

Se sabe que para el transporte a larga distancia de muchas especies virales, la
presencia de la proteina CP es indispensable. En los raros casos donde esta
proteina es dispensable para la diseminacion viral, el tiempo en el que se lleva a
cabo el movimiento se ve incrementado. Muchos virus codifican proteinas que
proveen funciones necesarias para la dispersion sistémica de la infeccién. Un
ejemplo interesante es el de los virus limitados al floema, como el virus del
enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV), miembro del género Polerovirus. Para
este virus el movimiento en tejidos de parénquima es limitado y la dispersion
sistémica esta soportada por el movimiento a larga distancia a través del floema.
Interesantemente, la MP de PLRV (17 kDa), posee propiedades similares a la MP
de TMV y funciona en el movimiento de célula a célula. Sin embargo, a pesar de
esta similitud la MP de PLRV no es capaz de mediar el movimiento fuera del tejido
vascular, restringiendo su funcién solo al movimiento entre células de los tejidos
del floema. Se presume que PLRV podria usar una estrategia independiente de
MP para moverse en el floema, donde CP y el producto de su traduccion alterna
estrian involucrados en la dispersion sistémica (Tacke, Prufer et al. 1991,
Taliansky, Mayo et al. 2003).

Los miembros del género Umbravirus representan un caso particular, ya que no
codifican una CP, pero pueden acumularse y diseminarse sistémicamente con
mucha eficiencia en plantas infectadas (Taliansky y Robinson 2003). Analisis
genéticos del virus de la roseta del mani (GRV) y otros umbravirus, han mostrado
que las proteinas codificadas por el marco de lectura abierto 3, es esencial para el
movimiento a larga distancia y puede reemplazar funcionalmente a la CP de TMV
para promover el movimiento a distancia. Estudios de localizacion han mostrado
que la proteina producto de este marco se acumula en granulos de particulas
ribonucleoprotéicas filamentosos en el citoplasma que contienen el RNA viral.
Estos granulos fueron detectados en todos los tipos celulares y fueron abundantes
en células asociadas al floema, lo que ha sugerido que podrian proteger al RNA
viral y quizas promover su transporte a través del floema (Taliansky, Roberts et al.
2003, Taliansky y Robinson 2003, Taliansky, Torrance et al. 2008).

2.2 Mecanismos de resistencia contra virus en plantas.

14



ANTECEDENTES

Para que el proceso de infeccion viral ocurra, los productos génicos de la planta
hospedera y de los virus, deben cooperar para conferir susceptibilidad y en la
ausencia de los factores apropiados, conferir la resistencia (Truniger y Aranda
2009).

La resistencia a enfermedades de plantas ha sido principalmente dividida en tres
grandes categorias: la resistencia no asociada al hospedero, la resistencia
asociada al hospedero y la resistencia sistémica adquirida (SAR por sus siglas en
inglés: systemic acquired resistance) (Kang, Yeam et al. 2005). La resistencia tipo
SAR fue inicialmente identificada en plantas de Nicotiana tabacum en estudios con
el TMV. Esta respuesta puede ser activada en algunas especies de plantas
atacadas por diversos patdogenos que causan muerte necrotica celular (Ross
1961), resultando en la disminucién de la susceptibilidad al posterior ataque de un
patdgeno.

Aunque la capacidad de los virus para invadir las plantas y causar infeccion
sistémica es dependiente de factores virales y celulares, también debe
considerarse la influencia que tienen las defensas antivirales de las plantas y la
capacidad de los virus para suprimirlas, evadirlas o superarlas por evolucién. Una
estrategia de defensa antiviral importante en las plantas es el reconocimiento de
proteinas efectoras virales por parte de productos génicos de resistencia y la
subsecuente iniciacidbn de una respuesta hipersensible (HR por su nombre en
inglés: hypersensitive response) la cual conduce a la muerte celular. Esta
respuesta restringe la infeccion a las células inicialmente infectadas. Sin embargo,
como un segundo nivel de defensa producido por la respuesta HR, una sefal
auténoma no celular conduce a la SAR que proporciona proteccién no especifica
contra un amplio espectro de patégenos (Durrant y Dong 2004). Otro mecanismo
de defensa autonomo no celular es el silenciamiento de RNA el cual puede ser
propagado célula a célula a través de los plasmodesmos y degradar RNAs virales
(Baulcombe 2004). ElI acceso de los virus a tejidos meristematicos no
vascularizados es posible, sin embargo, es restringido o limitado por éste ultimo
sistema de defensa del hospedero (Martin-Hernandez y Baulcombe 2008).

2.2.1 Mecanismos de resistencia no asociada al hospedero.
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La resistencia no asociada al hospedero, abarca el caso en el que todos los
genotipos dentro de una especie de planta muestran resistencia a no ser
infectados por un virus en particular. En la resistencia no asociada al hospedero,
un patégeno no puede causar enfermedad en una planta no hospedera dado que
la entrada del patdgeno a la planta esta limitada por una barrera, impidiendo la
propagacion de la enfermedad. Este tipo de resistencia se divide en dos tipos, (1)
aguella en la que no aparecen lesiones visibles en el tejido tales como necrosis y
tienden a ser mecanismos pasivos mediados por barreras tales como paredes
celulares, compuestos antimicrobianos u otros metabolitos secundarios
(Kobayashi, Kobayashi et al. 1992, Osbourn 1996) y (2) un tipo de respuesta mas
sofisticada que la anterior, puesto que se induce la subsecuente reaccion al
estimulo provocado por enzimas detoxificadoras producidas por los patdgenos
para poder vencer barreras que impiden su entrada a la célula, en otras palabras,
la respuesta a moléculas elicitoras, las cuales son reconocidas por la planta y
activan mecanismos de defensa y la respuesta HR para contener al patégeno en
un punto de necrosis muy localizado. Poco se ha hecho durante los ultimos afios
para identificar los componentes clave de la resistencia a las enfermedades no
ligada al hospedero, sin embargo, se sabe que la alteracién en componentes de
este sistema conduce a la pérdida de la resistencia (Mysore y Ryu 2004).

2.2.2 Mecanismos de resistencia asociada al hospedero.

Este tipo de resistencia ha sido el mas investigado, en gran medida, porque a
diferencia de la resistencia no asociada al hospedero, es genéticamente accesible.
De manera general, este tipo de resistencia, conocido también como resistencia
especifica o resistencia genotipica, ocurre cuando un polimorfismo genético para
la susceptibilidad es observado en un taxén. En individuos resistentes los virus
podrian o no multiplicarse en un &rea, pero la dispersion del patdgeno a través de
la planta es restringida en comparacion con individuos susceptibles, y los sintomas
de virosis generalmente son altamente localizados o no evidentes. Es importante
distinguir entre resistencia a los patdégenos y resistencia a las enfermedades. La
resistencia al patdgeno generalmente conduce a resistencia a la enfermedad, sin
embargo, en las respuestas de resistencia que implican necrosis el resultado a
veces puede ser muy dramatico, incluso letal, como en el caso de la resistencia
mediada por el gen N en tabaco a TMV (Dijkstra, Bruin et al. 1977), o el gen | de
Phaseolus vulgaris que provee resistencia contra el virus del mosaico comun del
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frijol (BCMV) (Collmer, Marston et al. 2000). En el caso de resistencia a los
sintomas de las enfermedades o tolerancia a la enfermedad, los virus pueden
moverse a través del hospedero de manera indistinguible como en un hospedero
susceptible, pero los sintomas no son observables. Si la respuesta es heredable,
se dice entonces que estas plantas son resistentes a la enfermedad, aunque sean
susceptibles al patdégeno (Kang, Yeam et al. 2005).

El repertorio de productos génicos virales es tipicamente pequefio debido al
limitado tamafio del genoma codificando de 4 a 10 proteinas que coordinan el
complejo bioquimico e interacciones moleculares requeridas para la infeccion viral.
Por esta razon los virus utilizan factores y procesos en el hospedero para
completar los pasos del ciclo viral. La ausencia o modificacion de los factores en
las plantas requeridos por los virus pueden conferir una resistencia a la infeccion.
La categorizacion de resistencia es compleja, dado que en muchas ocasiones
involucra méas de un gen y la magnitud del efecto de cada gen puede ser diferente.
El modelo denominado gen por gen, propuesto originalmente por Harold Flor (Flor,
1942) se postula que la resistencia de una planta a un patdégeno ocurre cuando la
planta posee un gen dominante de resistencia llamado R y el patégeno expresa un
gen complementario dominante de avirulencia llamado Avr. En otras palabras, la
infeccién sélo ocurre cuando la planta o el patdgeno (o ambos al mismo tiempo)
carecen del alelo dominante del gen R o Avr, respectivamente. En términos
geneéticos, los factores de susceptibilidad del hospedero son codificados por alelos
recesivos (ambos alelos del gen deben encontrarse modificados para que se
produzca resistencia) y los factores de resistencia son alelos dominantes (la
presencia de un solo alelo es suficiente para conferir resistencia). La mayoria de
las resistencias a virus en plantas se heredan de manera recesiva (Fraser 1990,
Fraser 1992, Truniger y Aranda 2009). Es decir, son pérdidas de funcion para un
factor del hospedero que le conferia susceptibilidad a la planta hacia el virus.

2.3 El género Potyvirus

El género Potyvirus perteneciente a la familia Potyviridae, infecta un amplio
namero de especies vegetales, monocotiledoneas y dicotiledoneas, por lo que es
causante de grandes pérdidas en diversos cultivos de importancia agricola. Estos
virus son transmitidos principalmente por afidos. La particula viral tiene forma de
una varilla flexible de aproximadamente 680 a 900 nm de longitud y de 11 a 15 nm
de ancho. Posee un genoma monopartita constituido por una molécula de RNA de
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cadena sencilla con sentido positivo de aproximadamente 10 kb cubiertos por
aproximadamente 2000 unidades de CP formando una particula con forma de
varilla flexible. En el extremo 5’ del RNA tienen unida covalentemente mediante un
residuo de tirosina a la proteina VPg de aproximadamente 25 KDa que participa
en la traduccion y replicacion del genoma viral, mientras que en el extremo 3’
presenta una cola de adeninas. El mRNA de los Potyvirus tiene un marco abierto
de lectura que al ser traducido produce una poliproteina de aproximadamente 340
a 370 KDa procesada por proteasas virales para dar lugar a las diferentes
proteinas virales (Figura 3). Debido a esta caracteristica, se ha agrupado a los
Potyvirus dentro del supergrupo de los Picornavirus (Urcuqui-Inchima, Haenni et
al. 2001, Dreher y Miller 2006, Robaglia y Caranta 2006). En un marco de lectura
alterno (+2) se ha encontrado codificada una pequefia proteina nombrada PIPO
por su nombre en inglés Pretty Interesting Potyviridae ORF (Chung, Miller et al.
2008).

P1 HC-Pro Nla

_ W
P1 | HCPro | P3 ci vPg| Na | b cp b

Figura 3. Esquema que muestra la organizacion del genoma de Potyvirus. Se
muestra en las cajas el nombre de cada proteina codificada en el marco de lectura
del genoma viral, excepto PIPO que se indica sobre P3 quien es traducida en un
marco de lectura +2. Se indica la proteina VPg unida covalentemente al extremo 5’
del RNA viral y la cola de poliA en el extremo 3. En italicas se ilustran las
proteasas virales indicando con flechas los sitios de corte una vez que se ha
sintetizado la poliproteina (tomado de Urcuqui-Inchima et al., 2001).

2.3.1 Resistencia dominante a Potyvirus.

En la busqueda de genes de resistencia a Potyvirus en diversos ecotipos de A.
thaliana se encontré una diferencia en la infectividad sistémica del virus TEV. Un
analisis mutagénico en el ecotipo Columbia-0 (Col-0) revelo la presencia de tres
componentes involucrados en la restriccion del movimiento a distancia de TEV
denominados RTM1, RTM2 y RTM3 por “restriction of TEV movement” en este
ecotipo en particular, pero no en otros como Landsberg erecta (Ler) y C24
(Mahajan, Chisholm et al. 1998, Chisholm, Mahajan et al. 2000, Whitham,
Anderberg et al. 2000). A pesar de la identificacibn de estos factores de
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resistencia, a la fecha no se conoce el mecanismo mediante el cual se lleva a
cabo el impedimento del movimiento de este virus. Sin embargo, se ha encontrado
que las proteinas RTM1 y RTM2 son preferencialmente expresadas en floema
(Chisholm, Parra et al. 2001). Se sabe que estas proteinas contribuyen al bloqueo
de la dispersion sistémica de TEV, LMV y el virus de la enfermedad del ciruelo
(PPV) y que los tres virus pueden establecer la infeccion sistémica solo cuando
alguno de los genes RTM ha sido mutado (Mahajan, Chisholm et al. 1998,
Decroocq, Sicard et al. 2006).

2.3.2 Resistencia recesiva a Potyvirus.

Entre los genes asociados a resistencia recesiva para Potyvirus en plantas se ha
identificado con alta frecuencia a elF4E, elF(iso)4E, elF4G o elF(is0)4G (Robaglia
y Caranta 2006, Truniger y Aranda 2009). Este tipo de resistencia corresponde a
mutaciones o pérdida de funcién del componente del hospedero requerida en
algun paso del ciclo viral (Tabla 2) (Robaglia y Caranta 2006). Sin embargo, la
pérdida de funcién para el ciclo viral no necesariamente implica una afectacion de
la funcién de la proteina en la planta, por lo que el o los mecanismos por los que
los factores de inicio de la traduccion participan en la infeccién viral no son claros.
Por otra parte, el requerimiento de cierto factor de la planta por determinado
Potyvirus depende fuertemente del hospedero (Tabla 2).

Tabla 2. Factores de inicio de la traduccion requeridos durante el ciclo de infeccién
de virus de RNA en plantas (tomado de Nicaise et al., 2007; Robaglia y Caranta,
2006).

Genero Virus Planta Factor de traduccion
Potyvirus TuMV Arabidopsis elF(iso)4E

TuMV Arabidopsis elFiso4G1ly elFiso4G2

TEV Arabidopsis elF(iso)4E

LMV Arabidopsis elF(iso)4E

Clyvwv Arabidopsis el4dE

PVY, TEV Capsicum spp. elF4E

PVMV Capsicum spp. elF(iso)4E

LMV Lactuca spp. elF4E

PSbMV Pisum sativum elF4E

PVY, TEV Lycopersicon spp. elF4E
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LMV Arabidopsis elFiso4G1

PPV Arabidopsis elFiso4G1
Cucumovirus CMV Arabidopsis elF4G y elF4E
Carmovirus TCV Arabidopsis elF4G

MNSV Cucumis melo elF4E
Bymovirus g::\(ﬂwﬂ\\// Hordeum vulgare elF4E

2.4 Mecanismo del inicio de la traduccién en eucariontes.

En el inicio de la traduccion se requieren diversos factores de iniciacion (elFs) para
el ensamblaje de la maquinaria traduccional. Este paso dentro de la sintesis de
proteinas se encuentra altamente regulado. Las proteinas pertenecientes a la
familia elF4E reconocen la estructura cap de los mRNA al mismo tiempo que se
asocian a elF4AG para formar el complejo elF4F. Este complejo, mediante la
proteina elF4G, se asocia a elF4A, una helicasa dependiente de ATP, quien junto
con elF4B se encarga de remover estructuras secundarias presentes en la region
5’ no traducible (5’'UTR) del mRNA. Por otro lado, la subunidad ribosomal 40S se
asocia con elF3, un factor compuesto por multiples subunidades, que sirve como
andamio y con el complejo ternario formado por elF2-GTP y tRNAi-metionina para
formar asi el complejo de pre-inicio 43S. El complejo elF4AF-mRNA se asocia a
43S mediante la interaccion entre elF4G y elF3 formando el complejo de inicio
48S. Este complejo recorre la region 5 UTR hasta encontrar el codon de inicio de
la traduccion, en contexto adecuado, donde se une la subunidad ribosomal 60S
provocando la hidrdlisis de GTP unido a elF2. Una vez iniciada la traduccion, el
complejo elF4F puede seguir asociado a la estructura cap para proporcionar
estabilidad al mMRNA y eficiencia en el re-inicio de su traduccién, a través de la
interaccion que se lleva a cabo entre elF4G y las proteinas que se unen a la cola
de PoliA (PABP) quienes tienen afinidad por la cola de PoliA del extremo 3’ del
MRNA. Estas interacciones causan la circularizacion del mRNA permitiendo que
los ribosomas que terminan la traduccion del mensajero queden cerca del
complejo de inicio de la traduccion y sean nuevamente reclutados (Jackson,
Hellen et al. 2010).

2.5 Papel de elF4E en la infeccion por Potyvirus.
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En plantas se han encontrado tres miembros de la familia elF4E denominados
elF4E, elF(iso)4dE y nCBP (Browning, 1996;Ruud, 1998 #736) los cuales
interaccionan con el cap presente en el extremo 5’ de los mMRNAs y promueven el
inicio de la traduccién (Mayberry, Allen et al. 2011). En A. thaliana ecotipo
Columbia (Col-0) se obtuvo una linea mutante para elF(iso)4E (Duprat et al., 2002)
mediante la insercion del transposon Spm de maiz en el segundo exon del gen
AtelF(is0)4E (At5g35620). La insercion del elemento dSpm de 3000 pb altera el
marco de lectura de AtelF(iso)4E y contiene como elementos de seleccion el gen
de fosfinotricina (BAR), que confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio
(BASTA) y el gen de resistencia a espectinomicina (Spec). Aunque esta mutante
no produce mRNA ni proteina de elF(iso)4E, el fenotipo de las plantas no es muy
diferente al de plantas silvestres bajo condiciones de laboratorio (Duprat et al.,
2002; Martinez-Silva et al., 2012). Al observar que en la linea mutante elF4E se
encuentra incrementada, se pensé que elF4E y elF(iso)4E presentan funciones
parcialmente redundantes en la planta. Por otro lado, las plantas mutantes son
resistentes a los Potyvirus TuMV y LMV, pero son susceptibles al virus del anillo
negro de tomate (TBRV) y al virus CMV pertenecientes a géneros distintos
(Duprat, Caranta et al. 2002).

En otro trabajo mediante mutagénesis inducida por etil metanosulfonato (EMS) se
buscaron mutantes del ecotipo C24 de A. thaliana con diferente grado de
resistencia a enfermedades virales (Lellis, Kasschau et al. 2002). Se seleccionaron
mutantes resistentes a la infeccion por los Potyvirus TuMV y TEV, pero
susceptibles a infecciones por el virus del marchitamiento del nabo (TCV)
perteneciente al género Carmovirus. El locus que brindé a las plantas el
decremento en la susceptibilidad a estos Potyvirus fue nombrado Ispl y mediante
mapeo genético se identific6 como el gen codificante para elF(iso)4E.

Después de estos reportes iniciales, en un gran cumulo de trabajos se ha
asociado a los genes elF(iso)4E y elF4E con pérdidas de susceptibilidad a
Potyvirus por ejemplo en A. thaliana (Sato, Nakahara et al. 2005, Jenner, Nellist et
al. 2010), pvrl, pvr2 y pvr6 en chile, pot-1 en jitomate (Ruffel, Dussault et al. 2002,
Kang, Yeam et al. 2005, Ruffel, Gallois et al. 2005, Hwang, Li et al. 2009), sbm1,
wlv y cyv2 en chicharo (Gao, Johansen et al. 2004), mol en lechuga (Nicaise,
German-Retana et al. 2003), nsv en melén (Wang y Krishnaswamy 2012) y bc-3
frijol (Naderpour, Lund et al. 2010). Aunque en menor cantidad, también hay
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estudios que abordan los posibles mecanismos mediante los cuales estos factores
podrian ejercer un rol importante en el ciclo viral infectivo (Lellis, Kasschau et al.
2002, Eskelin, Hafren et al. 2011). Entre estos ultimos, el hallazgo mas importante
fue la demostracion de que elF(iso)4E o elF4E puede establecer interaccion
directa con la proteina VPg de algunos Potyvirus (Leonard, Plante et al. 2000).
Dada la funcién celular de elF4E/elF(iso)4E y la ubicacion de VPg en el extremo 5’
del genoma viral, se ha propuesto que la interaccion entre estas proteinas podria
promover la traduccion del mensajero viral, evitar su degradacion, participar en la
movilizacion del RNA viral, y/o abatir el mecanismo de silenciamiento por RNAI
para defensa de la planta a virus (Figura 4).

Traduccién viral - Estabilidad del genoma viral
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Figura 4. Roles potenciales de elF(iso)4E durante la infeccién por Potyvirus
propuestos por Lellis et al., 2002 y Wang, A. y S. Krishnaswamy, (2012).

En estudios con elF4E y elF(iso)4E recombinantes de A. thaliana y Triticum
aestivum se observd que la proteina VPg-Pro (un precursor de VPQ) del virus
TuMV puede llevar a cabo una eficiente interaccidén con elF(iso)4E de Arabidopsis
y de trigo, y con menor eficiencia, con elF4E de estas especies. Esto indica que
VPg puede unirse a cualquier isoforma y podria existir competencia entre VPg y
los MRNA celulares por unirse a los factores elF4E. Por otro lado, se mapeo¢ el
sitio de interaccién de VPg con elF4E, encontrando que una secuencia de 35
aminoacidos conservada en proteinas VPg de diferentes Potyvirus, es la
responsable de dicha interaccidn. Al sustituir el acido aspartico en la posicion 77,
asi como la fenilalanina de la posicion 59, la interaccion es inhibida (Leonard,
Plante et al. 2000). Otros estudios in vitro demuestran que existe competencia
entre VPg y el analogo de cap 7mGTP por elF(iso)4E de A. thaliana predominando
la interaccion entre VPg y elF(iso)4E. Ademas se observd que esta interaccion es
viable para formar el complejo VPg-elF(iso)4E-elFiso4G, lo que sugiere que este
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complejo podria participar en la traduccion del genoma viral (Miyoshi, Suehiro et
al. 2006).

Por otra parte, en ensayos de traduccion in vitro del gen reportero codificante para
la B-glucuronidasa (GUS) utilizando la region 5’UTR de TEV se demostré que esta
region puede promover la traduccion independiente de cap (Carrington y Freed
1990). Se ha sugerido que los 143 nucledtidos del extremo 5 del RNA gendmico
de TEV mantienen un plegamiento formando dos dominios compuestos por
pseudonudos (PK1, PK2 y PK3), los cuales pueden promover la traduccién cap-
independiente dado que existe complementariedad entre el pseudonudo PK1 con
una region conservada en el RNA ribosomal 18S de muchos eucariontes (Zeenko
y Gallie 2005). Al medir in vitro la interaccion entre el pseudonudo PK1 y elF4G o
elF(is0)4G provenientes de extractos de germen de trigo, se evidencidé que la
afinidad de elF4G por PK1 es ~30 veces mayor que la de elF(iso)4G. En ambos
casos la afinidad se incrementa al usar los complejos elF4F o elF(iso)4F, pero la
de elF4F sigue siendo mas fuerte (~3.5 veces) que la de elF(iso)4F (Ray, Yumak
et al. 2006).

Los antecedentes anteriores indican que elF(iso)4E es importante durante el
proceso de infeccion por Potyvirus en algunas especies de plantas. Sin embargo,
aun no es claro si la funcion de este factor en el ciclo viral es relevante a nivel de
traduccion, replicacion, estabilidad, o movimiento del RNA viral.

2.6 Antecedentes directos

Avances previos de este trabajo mostraron, mediante estudios in planta, que un
aislamiento mexicano del virus TEV (TEV-TAMPS) es capaz de sobrepasar el
mecanismo de resistencia mediado por RTM en A. thaliana ecotipo Col-0, pero
que requiere a elF(iso)4E para su dispersion sistémica. Analisis preliminares
indicaron que elF(iso)4E no es indispensable para la estabilidad y traduccion del
RNA viral (Contreras-Paredes, 2008). Por otra parte, se desconoce si éste factor
esta involucrado en la replicacién, el movimiento viral de célula a célula y/o en el
movimiento a larga distancia. Acorde con los antecedentes arriba descritos, la
interaccion VPg-elF(iso)4E es importante para su funcion durante la infeccién por
Potyvirus, pero no se conocen las base moleculares de la participacion de esta
interaccion en el movimiento viral.
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3. HIPOTESIS

Dado que un aislamiento mexicano del virus del jaspeado del tabaco (TEV-
TAMPS) proveniente del Estado de Tamaulipas es capaz de dispersarse
sistémicamente en plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 solamente en presencia de
elF(iso)4E, proponemos que: 1) TEV-TAMPS presenta cambios en la secuencia
de alguna proteina viral involucrada en movimiento que le permite sobrepasar al
mecanismo de resistencia RTM; 2) elF(iso)4E tiene una funcién especifica en el
movimiento de RNA viral, ya sea a nivel de célula-célula y/o a larga distancia.

4. OBJETIVO GENERAL

Analizar la secuencia de TEV-TAMPS y estudiar a nivel molecular la participacion
de elF(iso)4E en el ciclo infectivo de este aislamiento viral en A. thaliana ecotipo
Col-0.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

5.1 Obtener la secuencia gendomica del aislamiento viral TEV-TAMPS vy
compararla con el aislamiento TEV7DA (susceptible a RTM) y otros aislamientos

cuya secuencia esta previamente reportada.

5.2 Analizar la participacion de elF(iso)4E en la acumulacion y replicacion del
genoma de TEV-TAMPS en A. thaliana Col-0.

5.3 Analizar la participacion de elF(iso)4E en la traduccion de TEV-TAMPS a nivel
local en A.thaliana Col-0.

5.4 Evaluar in planta la formaciéon de complejos entre elF(iso)4E y proteinas de

TEV-TAMPS involucradas en el movimiento durante la infeccion de tejido local de
A. thaliana ecotipo Col-O0.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico.

En este trabajo se utilizaron plantas silvestres de A. thaliana ecotipo Col-0, una
linea mutante homocigota nula para elF(iso)4E (AtelF(iso)4E-1) (Duprat, Caranta
et al. 2002) y una linea sobreexpresora de elF(iso)4E fusionado a la proteina
verde fluorescente (GFP) bajo el promotor viral 35S (AtelF(iso)4E-2) (Martinez-
Silva, Aguirre-Martinez et al. 2012) generadas en el mismo ecotipo Col-0. También
se utilizaron plantas silvestres del ecotipo C24 como control en el que la
diseminacién sistémica de TEV no es restringida por el mecanismo RTM
(Mahajan, Chisholm et al. 1998). Las plantas fueron mantenidas a 22°C, con
fotoperiodo de 8 horas luz por 16 horas oscuridad. En este estudio se utilizé un
aislamiento mexicano de TEV (TEV-TAMPS), proveniente plantas de Capsicum
annum de Tampico Madero, Tamaulipas México, proporcionado por la Dra. Laura
Silva-Rosales, del departamento de Ingenieria Genética del Cinvestav-Ilrapuato. El
in6culo viral fue propagado en plantas de Nicotiana tabacum var. Xanthi. El
aislamiento de TEV US_7DA _DQ986288 (TEV-7DA) fue obtenido a partir del
plasmido p35TEV proporcionado por el Dr. José-Antonio Daros Arnau del Instituto
de Biologia Molecular y Celular de Plantas de la Universidad de Valencia, Espafia.
El plasmido p35TEV fue expresado en plantas de N. tabacum var. Xanthi como
indica la descripcion realizada por Bedoya y Daros (2010).

6.2 Obtencién de viriones.

Para analisis cuantitativos, los viriones de los aislamientos de TEV fueron
parcialmente purificados a partir de 5 g de tejido de tabaco infectado (con
sintomas) los cuales fueron molidos con nitrégeno liquido y homogeneizados con
10 volumenes de 10 mM NaOAc pH 5.2 y la mezcla fue incubada en hielo por 1 h.
Posteriormente la muestra fue centrifugada a 12 000 g a 4°C por 15 min. Se
deseché el sobrenadante por decantacion y se adiciond un cuarto de volumen
inicial de solucién 40% polietilén glicol 8 000 (PEG 8000) con 1 M NacCl, se mezclo
suavemente y se incubo a 4°C toda la noche, Los viriones fueron precipitados por
centrifugacion a 12 000 g a 4°C por 20 min. Las particulas virales precipitadas
fueron resuspendidas en 5 mL de solucién 10 mM NaOAc pH 5.2. (Gopalan 2007).
La cantidad de los viriones purificados fue estimada por ELISA empleando el
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anticuerpo a-CP (AGDIA Incorporated Elkhart; Indiana, USA) y la infectividad de
las particulas fue probada comparando el tiempo de aparicion de sintomas en
plantas de N. tabacum var. Xanthi inoculadas con diferentes diluciones de
particulas virales o extracto crudo de plantas infectadas, y mediante la deteccién
de RNA viral en hojas sistémicas de plantas de A. thaliana inoculadas con
particulas virales.

6.3 Inoculacién viral

Los viriones purificados o el macerado de tejido de plantas infectadas con TEV-
TAMPS o TEV-7DA fueron depositados sobre hojas jovenes de plantas de A.
thaliana Col-0 silvestres, AtelF(iso)4E-1, AtelF(iso)4E-2 y C24 silvestres a los 30
dias de crecimiento en maceta, procurando dejar una herida sobre la hoja. El
punto de inoculacién fue lavado con agua destilada después de 2 horas y las
plantas fueron mantenidas a 22°C con un fotoperiodo de 8 horas luz por 16 de
obscuridad. Las hojas inoculadas (locales) fueron colectadas a 0 y 4 dias
postinoculacion (dpi), y la primera hoja posterior a la inoculada u hojas sistémicas
jovenes fueron colectadas a 4 y 15 dpi respectivamente.

6.4 Extraccion de RNA total de A. thaliana.

El RNA total se extrajo a partir de 0.15 g de tejido vegetal fresco usando el
reactivo Trizol (Invitrogen Corporation; California, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. EI RNA extraido se someti6 a separacion
electroforética en un gel de agarosa (1%) para comprobar su integridad y se
almaceno a -70°C hasta su uso.

6.5 Obtencion de RNA polisomal a partir de hojas de A. thaliana.

La separacion de fracciones polisomales se realizd0 de acuerdo a (Davies y Abe
1995). Se colectd 1 g de las hojas locales de A. thaliana silvestres, AtelF(iso)4E-1,
AtelF(iso)4E-2 y C24 (a 4dpi), infectadas con TEV-TAMPS y el tejido se moli6é con
nitrdgeno liquido hasta obtener un polvo fino que se transfirié a tubos de 1.5 mL.
Se agreg6 1 mL de solucién amortiguadora de extraccion (200 mM Tris- HCI pH
8.5, 50 mM KCI, 25 mM MgCl;, 2 mM EGTA, 100 pg/mL Heparina, 2%
polioxietileno 10 tridecil éter (PTE), 1% Igepal y 0.5 mg/mL cicloheximida), y se
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agité con vortex. La mezcla se centrifugé a 18 000 g por 20 min a 4°C. El
sobrenadante fue colectado, aforado a 4 mL y colocado en un tubo de
policarbonato sobre 1 mL de una solucién de sacarosa al 60% (40 mM Tris-HCI pH
8.5, 40 mM KAc, 20 mM MgAc, 1.5 M sacarosa, 0.5 mg/mL cicloheximida).
Seguidamente, los tubos se centrifugaron a 275 000 g en una ultracentrifuga
Beckman, rotor 75Ti, por 3 horas a 4°C. El sobrenadante se desecho y el
precipitado fue disgregado en 400 pL de solucién amortiguadora de resuspension
(40 mM Tris-HCI pH 8.5, 40 mM KAc, 20 mM MgAc y 0.5 mg/mL Cicloheximida).
Esta muestra contenia fracciones ribosomales concentradas que fueron utilizadas
en la separacion mediante gradiente de densidad. En el caso de experimentos de
disociacion, se realizO un tratamiento con puromicina al concentrado de
ribosomas, agregando soluciéon amortiguadora de GTP (20 mM Tris-HCI pH 8, 400
mM KCI, 3 mM MgCl, y 0.5 mM de puromicina) a la pastilla obtenida tras la
ultracentrifugacion en el colchon de sacarosa al 60% incubando por 45 min a
37°C.

Se prepar6 un gradiente con dos soluciones de sacarosa (60% y 15% en 40 mM
Tris-HCI pH8.5, 40 mM KAc, 20 mM MgAc). Las soluciones fueron colocadas en
un tubo, primero la de 60% y enseguida la de 15%, el tubo se sell6 y se roté 90°
durante 2 horas a temperatura ambiente para permitir la formacién de un gradiente
continuo. Los 400 uL de concentrado de ribosomas se colocaron sobre el
gradiente y se centrifugaron a 250 000 g por 1h a 4°C en una ultracentrifuga
Beckman, rotor SW55Ti. Las fracciones del gradiente se colectaron utilizando un
fraccionador Auto Densi-flow (Labconco; USA), conectado a un detector de
absorbancia a 260 nm Econo UV Monitor Modelo EM-1 (BioRad; USA), acoplado a
un graficador LKB 2210 (Pharmacia, Suecia). Las fracciones polisomales se
recuperaron mediante un colector de fracciones modelo 2110 (BioRad; USA). Se
recuperaron 20 fracciones polisomales de aproximadamente 500 uyL que se
sometieron a separacion electroforética en geles de agarosa (1%). El RNA de
cada fraccion fue purificado agregando 25 pL de solucion de SDS (10%) y 1 pyL de
proteinasa K (10 mg/mL), esta mezcla se agito e incubd a 37°C durante 30 min. La
mezcla se desproteinizé con 250 pL de fenol saturado con solucién amortiguadora
TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) y 250 uL de cloroformo-isoamilico (49 : 1),
agitando vigorosamente por 15 segundos y centrifugando a 13 000 g durante 5
minutos a 4°C. El sobrenadante se recupero y se repitio la extraccion fendlica. A la
fraccion acuosa final se le agregaron 70 pL de LiCl (10 M) y 470 uL de isopropanol
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frio, se mezclo e incubd a -20°C por 60 minutos. Después de la incubacion, la
mezcla se centrifugd a 18 000 g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se
desechd y la pastilla se lavé por dos ocasiones con etanol al 70% centrifugando a
18 000 g por 5 min a 4°C. El precipitado se secO a temperatura ambiente y se
resuspendi6 en 20 pL de agua tratada con Dietil-pirocarbonato (DEPC). La
integridad del RNA polisomal obtenido se verificé electroforéticamente y se
almacend a -70°C hasta su uso.

6.6 Amplificacion de RNA mediante ensayos de RT-PCR y RT seguido de gPCR.

Previo a las reacciones de reverso transcripcion (RT), 5 ug de RNA total fueron
tratados con DNasa RQ1 (Promega Corporation Madison, USA) acorde a las
indicaciones del fabricante. Las reacciones de RT fueron realizadas a partir de 1
Mg de RNA total. La sintesis de cDNA fue llevada a cabo con la enzima M-MLV
(Invitrogen Corporation; California, USA), siguiendo las instrucciones del productor
y empleando oligo dT como cebador para la sintesis de del cDNA (Tabla 3). En la
Tabla 3 se enlistan los oligonucleétidos utilizados como cebadores en las
amplificaciones por la reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR). Para la
obtencién de cDNA correspondiente a RNA viral con sentido negativo que se
genera solo durante la replicacion del virus, se empled el oligonucle6tido directo
TEV3’en lugar de oligo dT. Las reacciones de PCR fueron realizadas con 100 ng
del cDNA obtenido utilizando la enzima Tag-DNA polimerasa (Invitrogen
Corporation; California, USA), acorde a las instrucciones del fabricante.

Para las reacciones de PCR cuantitativo (qPCR) se emplearon oligonucleotidos
especificos dirigidos a la region 3’ del genoma de TEV (qTEVFw y qTEVRVv)
disefiados mediante la opcidn “Primer Tools” del programa Geneious (Tabla 3). El
factor eEF1a fue usado como un gen control de normalizacién de la reaccién. Las
amplificaciones fueron llevadas a cabo con el kit SYBR GREEN PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Warrington UK) siguiendo las indicaciones del productor, y
analizadas en un aparato 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Warrington UK). La expresion relativa viral fue calculada después de la
normalizacién con el gen de referencia empleando el método 224!, representado
como veces de cambio con respecto a la cantidad de RNA viral presente en la
hoja inoculada dos horas después de la inoculacion y lavado correspondiente (0O
dpi). La cuantificacion del RNA viral distribuido en cada fraccién obtenida en
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gradientes de sacarosa, fue realizada acorde a Dinkova et al. (2005) y Martinez-
Silva (2012), determinando el porcentaje del RNA viral en cada fraccion.

6.7 Obtencidn y andlisis de la secuencia del aislamiento mexicano TEV-TAMPS.

Con la finalidad de conocer la secuencia gendmica del aislamiento TEV-TAMPS
empleado en este estudio, se emplearon oligonucleétidos para amplificar mediante
RT-PCR 10 fragmentos del aislamiento TEV-TAMPS (Tabla 3). Los fragmentos
amplificados fueron ligados al vector pGEM-TEasy (Promega Corporation
Madison, USA) y secuenciados. Las secuencias fueron revisadas mediante los
programas de software BioEdit Sequence Alignment Editor para Windows ver.
7.0.9.0, ClustalX2 (Larkin, Blackshields et al. 2007) y
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, bajo los parametros por omision de cada
programa.

Tabla 3. En itdlicas se muestran los oligonucleotidos empleados en la obtencion
del genoma de TEV-TAMPS y en las amplificaciones de RT-PCR y gRT-PCR.

) ] _ Fragmento
Oligonucleotido Secuencia 8 — 3 -
amplificado
TEVVPg5’ CACCATGGGAGGGAAGAAGAATCAG
VPg - Nla 943 pb
TEV13’ CTGACACCATGCTAGACATGC
TEV25’ GCATGTCTAGCATGGTGTCAG _ _
Nia — Nib 958 pb
TEV23’ AGAGTGTCTATTGGTGCTGC
TEV35’ CACCAATAGACACTCTTCTTGCTGG Nib 980 ob
[
TEV33’ AGCATCCACAGTGCCACTCT P
TEVCP5’ TTTCAGAGTGGCACTGTGGATGC
CP- UTR3’ 984 pb
TEVUTR3 CTCGCACTACATAGGAGAATTAGAC
TEV55’ AAATGGTTGCCACTGAAGCTGC
Cl - 6K2 TEV 968 pb
TEV53’ CGCCTCTCTCATCTTAAGCTTGTG
TEV65’ TTCTCCGCAATCAGGCATTC
CI TEV 990 pb
TEV63’ ATCCAACAGCACCTCTCAC
TEV75’ TTCTCCGCAATCAGGCATTC
P3 - CITEV 943 pb
TEV73 ATCCAACAGCACCTCTCAC
TEVS85’ CTGGCGATTCAAAGTACC
HC-Pro - P3 979 pb
TEV83’ CGCCCAAATTTCAAGAGC
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TEV95’ CGTTCGCTGTTTGTCACTC
P1 - HC-Pro 1028 pb

TEV93’ GAGAACTGGAAGGTCTAG
TEV105’ CGAATCTCAAGCAATCAAGC

UTR5'-P1 1098 pb
TEV103’ GGGAGATTCCATCTGGTCTC
gTEVFw ACGGCACACAGCGCACGA

CP-UTR3’ 89 pb
gTEVRv AGCGGAAAGCAAAGACACGCAGA
eEFlaFw CACATCAACATTGTGGTCATTGG

eEF1a 243 pb

eEFlaRv GCAGTAGTACTTGGTGGTCTC
18S Fw GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG

18S rRNA 240 pb
18S Rv GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC
Oligo dT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT TTT TVN

Las secuencias codificantes para las proteinas VPg y CP del aislamiento TEV-
TAMPS fueron traducidas in silico para realizar analisis filogenéticos usando
secuencias de diferentes aislamientos de TEV disponibles en GenBank. Para
algunos de estos aislamientos se conocia la susceptibilidad al mecanismo RTM en
A. thaliana Col-0: DQ986288, M11458 (llamado TEV-HAT por ser altamente
transmitido por afidos), NC_001555, M15239, L38714, EU334787, mientras que
para otros no se sabia se eran susceptibles a RTM (EU334790, EU334791,
EU334792, EU334793, EU334794, EU334788, EU334789). Los andlisis
filogenéticos fueron hecho con el software MrBayes v3.1.2 disponible en Internet
empleando el modelo de sustitucion de aminoacidos JTT (Jones, Taylor et al.
1992), se ejecutaron 2,000,000 de generaciones, una frecuencia de muestreo de
50 y 2 cadenas para cada arbol. La convergencia fue considerada cuando el valor
de desviacion estandar de division de frecuencias se mantuvo por debajo de 0.01.

6.8 Extraccion de proteina total y analisis mediante ensayos de western blot y
ELISA.

Extractos proteinicos totales fueron preparados a partir de 500 mg de tejido
vegetal fresco, se molid6 con mortero y pistilo agregando nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino. El que fue transferido a tubos de 1.5 mL donde se agrego 1
mL de solucion amortiguadora de extraccion (200 mM tris- HCI pH 8.5, 50 mM KClI,
25 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 2% PTE, 1% Igepal, 1 mM DTT, y 1 mM
ortovanadato), se agitd vigorosamente por 15 segundos y el homogeneizado fue
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centrifugado por 5 minutos a 12 000 g a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y la
concentracion de proteina fue determinada por ensayos de Bradford (Bio-Rad)
usando albumina sérica de bovino como estandar. Cinco microgramos de proteina
total fueron resueltos en geles de SDS-PAGE 12% vy tefiidos con azul de
Coomassie.

Para el analisis por western blot, las proteinas separadas en geles SDS-PAGE
fueron transferidas a una membrana PVDF Immobilon-P-Transfer (Millipore
Corporation; Bedford MA, USA). La membrana fue re-hidratada en metanol por 10
segundos. Posteriormente fue bloqueada con una solucion de PBS 1X que
contenia 5% de leche y 0.1% Tween 20 durante 1 h a temperatura ambiente. Se
lavé rapidamente por dos ocasiones con Buffer PBS 1X, 0.1% Tween 20 y se
agrego el primer anticuerpo con el que se mantuvo en agitacién constante durante
1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos a-elF4E y a-elF(iso)4E de A. thaliana
fueron donados por la Dra. Karen Browning del departamento de Quimica vy
Bioquimica de la Universidad de Austin, Texas; ambos fueron usados en una
dilucion 1:10 000. El anticuerpo a-eEF1BB (Agrisera AB; Vannas, Sweden) fue
empleado a dilucion 1:5 000, el anticuerpo a-Nla (Dr. W. Dougherty) se emple6 en
una dilucion 1:15 000 y el anticuerpo a-CP de TEV (AGDIA) se us6 en una dilucion
1:10 000. Posteriormente se retird el primer anticuerpo y la membrana fue lavada
tres veces por 15 minutos con PBS 1X, 0.1% Tween 20. El complejo antigeno-
anticuerpo fue detectado mediante el anticuerpo secundario a-conejo acoplado
con peroxidasa con el que se incubd en agitacion por 1 h a temperatura ambiente.
Se retird el segundo anticuerpo y la membrana se lavo tres veces por 15 minutos
con PBS 1X, 0.1% Tween 20. Finalmente la membrana fue revelada con
quimioluminiscencia (Immobilon Western Millipore; Bedford MA, USA) y expuesta
a placas fotograficas Kodak.

Para los ensayos de ELISA, 100 ug de proteina total obtenida de hojas sistémicas
de plantas de A. thaliana inoculadas con TEV-TAMPS o TEV-7DA (15 dpi) fueron
incubados con el anticuerpo de inmunocaptura a-CP (AGDIA) en una dilucién
1:5 000, durante 8 horas a 4°C. Como anticuerpo secundario se uso el a-conejo
IgG acoplado a la fosfatasa alcalina en una dilucién 1:1 000. La actividad de la
fosfatasa alcalina fue estimada a 450 nm empleando NBT (nitro-blue tetrazolium
chloride) y BCIP (sal de p-toluidina 5-Bromo-4-chloro-3'-indoliphosfato) en solucién
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amortiguadora de carbonato (0.1 M NaHCO3, 1 mM MgCl, pH 9.8) como
substrato.
6.9 Experimentos de co-inmunoprecipitacion.

Con la finalidad de determinar interacciones entre el factor de inicio de la
traduccion elF(iso)4E y proteinas virales, se llevaron a cabo experimentos de co-
inmunoprecipitacion. Se tomaron 3 g de hojas locales de plantas infectadas con
TEV-TAMPS a 4 dpi, los cuales fueron pulverizados en nitrdgeno liquido y
mezclados con solucion amortiguadora de extraccion (200 mM Tris- HCI pH 8.5,
50 mM KCI, 25 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 100 pg/mL heparina, 2% PTE, 1% Igepal
y 5 pg/mL cicloheximida, 1 mM DTT and 1 mM ortovanadato). Los ensayos de
inmunoprecipitacién fueron llevados a cabo acorde a Peritz et al. (2006) usando
Proteina A — Agarosa (Millipore, Bedford MA, USA), y los anticuerpos aelF(iso)4E,
a-CP-TEV o a-elF4E a una dilucion 1:1 000. Los extractos de proteina total y los
inmunoprecipitados (IP) fueron analizados por ensayos de western blot con
anticuerpos contra diferentes proteinas.
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7. RESULTADOS

7.1 Un aislamiento mexicano de virus del jaspeado del tabaco (TEV-TAMPS)
evita la respuesta de resistencia RTM en A. thaliana ecotipo Col-0, pero
requiere de elF(is0)4E para su diseminacion sistémica.

En éste trabajo se utiliz6 un aislamiento mexicano de TEV (TEV-TAMPS) para el
cual se habia determinado previamente que era capaz de sobrepasar el
mecanismo de resistencia RTM (Contreras-Paredes 2008) reportado para A.
thaliana ecotipo Col-0 (Mahajan, Chisholm et al. 1998, Chisholm, Parra et al. 2001,
Cosson, Sofer et al. 2010). Para confirmar estos resultados se realizé la deteccién
de RNA viral en hojas locales a 0 y 4 dpi, asi como a 4 y 15 dpi en hojas
sistémicas de A. thaliana Col-0 silvestre, mutante nula [(iso)4E1], sobreexpresora
[(is0)4E2] de elF(iso)4E y del ecotipo C24 inoculadas con extracto crudo de N.
tabacum infectada (Figura 5A). Los resultados indicaron que TEV-TAMPS es
capaz de diseminarse sistémicamente en Col-0 de forma similar que en C24, pero
no en la mutante (iso)4E1, donde solo se detectd en la hoja inoculada a 4 dpi.
Como control de carga se amplifico un fragmento de la unidad a del factor de
elongacion de la traduccion 1 (eEF1a). El resultado anterior fue consistente con la
deteccién de CP por ensayos de ELISA en hojas sistémicas de A. thaliana Col-0 a
15 dpi (Figura 5B), encontrandose a TEV-TAMPS en mas de un 95% de plantas
inoculadas. Por otra parte, el aislamiento TEV-7DA, cuya capacidad de
diseminacién sistémica es restringida por RTM en el ecotipo Col-0, se detectd en
hojas sistémicas solo en un 5% de las plantas que fueron inoculadas.

Estos resultados sugieren una diferencia en la capacidad de respuesta viral ante el
mecanismo de resistencia RTM descrito para A. thaliana ecotipo Col-0 por parte
del aislamiento TEV-TAMPS y proponen un rol para elF(iso)4E en la infeccion por
TEV.
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Figura 5. A) Deteccion de TEV-TAMPS mediante RT-PCR en hojas locales (0 y 4
dpi) y hojas sistémicas (4 y 15 dpi) de A. thaliana Col-O silvestres, lineas
[(iso)4E1], [(is0)4E2], y ecotipo C24. Se amplificd la unidad a del factor de
elongacion de la traduccion 1 (eEF1a) como control de carga. B) Porcentaje de
plantas Col-0 sistémicamente infectadas con los aislamientos de TEV-TAMPS y
TEV-7DA acorde a ensayo de ELISA contra CP de TEV. Se realizaron tres
replicas biolégicas con lotes de 20 plantas.

7.2 Analisis de las secuencias de aminoacidos de las proteinas VPg y CP de
TEV-TAMPS.

Dado que la secuencia del genoma del aislamiento TEV-TAMPS no se conocia, en
este trabajo se amplificaron y clonaron diez fragmentos de su genoma que
incluyeron 107 nucleotidos de la region 5 UTR, el marco de lectura abierto de TEV
y 164 nucleotidos de la region 3 UTR, los cuales se secuenciaron, revisaron,
ordenaron y compararon a nivel de aminoacidos y nucleoétidos en el GeneBank. El
porcentaje de similitud y de identidad encontrados fueron mayores al 90% con los
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aislamientos US_7DA DQ986288 (TEV-7DA), US HAT M11458 (TEV-HAT) y
US_NW_L38714 con valores de expectativa de 0.

Las secuencias de VPg y CP de TEV-TAMPS fueron depositadas en el GenBank
con los numeros de acceso MX JX512812 TAMPS y MX JX512813 TAMPS
respectivamente.

Se ha reportado que el mecanismo de restriccion del movimiento de TEV mediado
por las proteinas RTM puede ser superado por la pérdida de interaccion entre las
proteinas RTM o cambios en algin componente viral comprometido en el
movimiento (Decroocq, Salvador et al. 2009). Dado que por una parte se ha
reportado que las proteinas VPg y CP son necesarias para la diseminacion viral, y
por otra son las proteinas de TEV para las cuales se cuenta con mayor nimero de
secuencias depositadas en GenBank correspondientes a diferentes aislamientos,
se realizaron comparaciones de secuencia de aminoacidos para VPg y CP como
un primer acercamiento para entender por qué el aislamiento TEV-TAMPS puede
sobrepasar la resistencia RTM.

El alineamiento multiple realizado con las secuencias VPg mostré una identidad
superior al 94% de la secuencia de aminoacidos de TEV-TAMPS con respecto a
las secuencias de otros aislamientos, siendo la region carboxilo terminal la mas
variable (Figura 6). Este alineamiento muestra muy conservada la region con la
que se lleva a cabo la interaccién con los miembros de la familia elF4E, 4 cambios
en los aminodacidos de la region 107 a 120 que se comparten con los aislamientos
mexicanos MX_MEX1 EU334789, MX_MEX3 EU334788 y que son distintos con
respecto a los aislamientos cuyo movimiento es afectado por el mecanismo de
resistencia viral mediante RTM de A. thaliana ecotipo Col-0. También se
encontraron en TEV-TAMPS 4 cambios en la region 174 a 186 con respecto a
TEV-7DA.
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Figura 6. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de la proteina VPg
de diferentes aislamientos de TEV. En recuadros grises se muestra la region
conservada de interaccidbn con miembros de la familia elF4E y la region mas
variable entre las proteinas de los distintos aislamientos. JX512812 corresponde al
acceso de TEV-TAMPS, mientras que DQ986288 corresponde a TEV-7DA.

Por otra parte, el alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos
correspondientes a proteinas CP de aislamientos de TEV disponibles mostr6 un
90% de identidad entre las diferentes secuencias (Figura 7), presentando mayor
variabilidad en la region amino terminal, cerca del motivo DAG indispensable para
la transmision por afidos y el movimiento célula a célula.
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Figura 7. Alineamiento multiple de las secuencias de las proteinas CP de
diferentes aislamientos de TEV; la zona sombreada muestra la region mas
variable entre las secuencias.

Con la finalidad de apreciar la divergencia existente entre los aislamientos
comparados en los alineamientos multiples mostrados anteriormente, se realizaron
analisis filogenéticos con las secuencias CP y VPg.

La topologia del &rbol hecho con las secuencias VPg (Figura 8A), mostrd la
formacion de tres grupos; TEV-TAMPS se ubicé en el grupo 1 junto con los
aislamientos mexicanos MX_MEX1 EU334789 y MX_MEX3 EU334788, mientras
que el aislamiento TEV-7DA se agrup6 en el grupo 3 junto con aislamientos
reportados como susceptibles al mecanismo de resistencia por RTM. En el arbol
se muestra un grupo que incluye otros aislamientos mexicanos para los cuales no
se ha evaluado la capacidad de diseminarse sistémicamente en A. thaliana Col-0

(grupo 2).
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Por otra parte, en el arbol construido en base a las secuencias de aminoacidos de
CP (Figura 8B), se observé una gran consistencia el agrupamiento de los
aislamientos que son afectados por el mecanismo de restricciéon del movimiento
RTM (grupo 2) con respecto al arbol basado en las secuencias de VPg. La
topologia del arbol inferido con las secuencias CP muestra al aislamiento TEV-
TAMPS en una rama separada de los aislamientos afectados por RTM en el
ecotipo Col-0, aunque sugiere su agrupamiento con el aislamiento
US_NW_L38714 que en los arboles hechos con las secuencias VPg se agrupa
con los aislamientos afectados por el mecanismo RTM.

A MX_EU334789_MEX1 B Grupo 1
______ ~

———

\

MX_EU334788_MEX3

MX_TAMPS
JX512812 Grupo 2 s
Mx_EU334794_VM7
Mx_EU334793_VM12

Mx_EU334792_VM10

Grupo 1

Mx_EU334791_VMg
Mx_EU334790_VM3

US_M11458_HAT
Grupo 2

US_DQe86288_7DA

US_M15239_GEN

Figura 8. Arboles filogenéticos construidos a partir de secuencias VPg (A) y CP (B)
de diversos aislamientos de TEV. En ambos se muestra a TEV-TAMP alejado de
los aislamientos que sin afectados por el mecanismo de resistencia RTM.

7.3 elF(iso)4E no es requerido para la acumulacion de TEV-TAMPS en A.
thaliana Col-0.

elF(iso)4E ha sido considerado como un factor de resistencia viral recesiva.
Aunque no se ha podido dilucidar su funcién especifica en el ciclo viral, se han
planteado algunos roles hipotéticos durante la infeccion viral tales como su
participacion en la estabilidad del RNA viral, la asistencia en el movimiento viral y
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en la traduccion del mensajero viral (Duprat, Caranta et al. 2002, Lellis, Kasschau
et al. 2002, Robaglia y Caranta 2006, Rantalainen, Eskelin et al. 2011). En este
estudio se analiz6 el efecto que podria tener la ausencia de elF(iso)4E durante la
infeccion por TEV en el sistema Arabidopsis Col-0 - TEV-TAMPS.

inoculadas con inoculadas con
A particulas virales extracto crudo

iso4E1 Col-0 isod4E2 C24 N Col-0 -RNA

Figura 9. A) Deteccion de TEV-TAMPS por RT-PCR en hojas sistémicas de A.
thaliana inoculadas con viriones purificados (4dpi) en plantas Col-O silvestres,
(is0)4E1 (mutante nula), (iso)4E2 (sobreexpresora) y C24. Para el control negativo
(N), se tomaron hojas de plantas inoculadas con solucién amortiguadora de
resuspension de particulas virales y para el positivo, plantas Col-0 silvestres
inoculadas con extracto crudo de plantas de tabaco infectadas. Se amplifico
mediante RT-PCR un fragmento codificante para la proteina Nlb de TEV-TAMPS.
Sintomas producidos por la infeccion de B) TEV-7DA y C) TEV-TAMPS en N.
tabacum var. Xanthi a 8 dpi.

Se purificaron parcialmente viriones de TEV-TAMPS y se corroboré que las
particulas obtenidas fuesen infecciosas, se inocularon 5 plantas de tabaco, de las
cuales 3/5 mostraron sintomas caracteristicos de infeccién por TEV a 8 dpi (Figura
9B y C). Paralelamente se inocularon plantas de A. thaliana Col-O silvestres,
mutantes elF(iso)4E1, elF(is0)4E2 y C24 silvestres. A 4 dpi se extrajo el RNA total
de hojas sistémicas y mediante RT-PCR se detecto6 la presencia de RNA viral en
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las lineas silvestres Col-0, C24 y que sobeexpresan elF(iso)4E pero no en plantas
elF(iso)4E-1 que no expresan elF(iso)4E (Figura 9A).

Tomando en cuenta el resultado anterior, se inoculd con viriones purificados
plantas de A. thaliana Col-0 silvestres, (iso)4E1 (mutante nula) (iso)4E2
(sobreexpresora) y se extrajo RNA total de hojas locales a 0 y 4 dpi y de hojas
sistémicas a 4 y 15 dpi. Mediante gRT-PCR se determiné la presencia del RNA de
sentido positivo de TEV-TAMPS en todas las muestras (Figura 10). A 4 dpi en
hojas locales se observo una mayor cantidad de RNA viral en plantas silvestres y
mutantes (iso)4E2 con respecto a la cantidad de RNA inoculado (0 dpi). Como se
mostré anteriormente, la ausencia de elF(iso)4E afect6 el movimiento sistémico
viral, ya que no se detectdé RNA viral a nivel de hojas sistémicas. Sin embargo, a
nivel local en esta mutante se detectd RNA a niveles similares a los inoculados,
aungue menores a los observados en las plantas silvestres o sobreexpresoras del
factor. Estos datos sugieren de manera indirecta que la estabilidad y acumulacion
del RNA viral en A. thaliana Col-0 a nivel local no se ve afectada por la ausencia
de elF(iso)4E.
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Figura 10. Analisis cuantitativo mediante gRT-PCR de la acumulacion de RNA de
sentido positivo de TEV-TAMPS en A. thaliana Col-0 mutante (iso)4E1 (barras
negras), silvestres (barras blancas) mutante (iso)4E2 (barras grises) en hojas
locales (L) a 0 y 4 dpi, y hojas sistémicas (S) a 4 y 15 dpi . Se graficé el nivel
relativo de cambio en la cantidad de RNA viral tomando como valor 1 la cantidad
inoculada en forma de viriones. Los valores fueron normalizados por los niveles
del factor eEF1a.

Para confirmar que la ausencia de elF(iso)4E no afecta la acumulacién o la
estabilidad viral pero si el movimiento de TEV-TAMPS en A. thaliana, se extrajo la
proteina total de hojas locales y sistémicas de plantas Col-0 silvestres, mutante
nula y sobreexpresora de elF(iso)4E, y se detectd por western blot la presencia de
CP de TEV (Figura 11). Mediante este ensayo se pudo detectar a la proteina viral
en hojas locales a 0 y 4 dpi, mientras que en las hojas sistémicas de plantas
carentes de elF(iso)4E, la proteina viral estaba ausente, contrario a lo observado
en el resto de las lineas de plantas. Ademas, se observé que la cantidad de
proteina viral incrementa conforme pasa el tiempo de infeccion, lo que sugiere que
la traduccion viral parece ser independiente de elF(iso)4E. Estos datos apoyan la
idea de que el movimiento de TEV-TAMPS (a nivel de RNA o de proteinas) es
afectado por la ausencia de elF(iso)4E.
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Figura 11. A la izquierda se muestra la deteccion por western blot de la proteina
CP de TEV en hojas locales a 0 y 4 dpi, y sistémicas a 4 y 15 dpi en A. thaliana
Col-0, mutante nula (iso)4E1, silvestre y mutante sobreexpresora (iso)4E-2. Del
lado derecho se muestra la deteccion por western blot del factor elEF1Bp usado
como control de carga para las mismas membranas.

Tomando en cuenta que durante la replicacion de TEV existe un RNA con sentido
negativo intermediario en la sintesis de nuevas cadenas virales, y que se ha
evidenciado la presencia de algunos factores de inicio de la traduccion en
complejos asociados a la replicacion de algunos Potyvirus (Cotton, Grangeon et al.
2009), se cuantifico la cantidad de RNA con sentido negativo de TEV-TAMPS con
la finalidad de determinar si la ausencia de elF(iso)4E afecta la replicacion viral.
Dado que las plantas se inocularon con particulas virales parcialmente purificadas,
se consideré como basal la presencia de intermediarios negativos a tiempo 0, por
lo que los datos obtenidos para los tiempos 4 y 15 dpi, fueron referidos como
veces de cambio con respecto a 0 dpi considerado como 1 (Figura 12). Todos los
valores fueron normalizados por el gRT-PCR de eEF1a. Con base en este analisis
se observo que elF(iso)4E no es imprescindible para la replicacion de RNA de
TEV-TAMPS a nivel local, al no haber cambio significativo entre los niveles de
RNA detectados en plantas silvestres y mutantes carentes de elF(iso)4E. Sin
embargo, se distingue un incremento de RNA con sentido negativo en las plantas
sobreexpresoras de dicho factor a nivel local y sistémico (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis cuantitativo de la acumulacion de RNA viral con sentido
negativo en A. thaliana Col-0 mutante (iso)4E1 (barras negras), silvestres (barras
blancas) mutante (iso)4E2 (barras grises) en hojas locales (L) a 0 y 4 dpi, y hojas
sistémicas (S) a 4 y 15 dpi Se graficaron niveles relativos de veces cambio de la
cantidad de RNA de sentido negativo con respecto a 0 dpi que fue considerado
como 1. Todos los valores fueron normalizados por los niveles del factor eEF1a.

7.4 Evaluacion de la eficiencia de traduccion del RNA de TEV-TAMPS en
ausencia de elF(iso)4E en A thaliana.

elF(iso)4E reconoce el cap de los mRNA, permitiendo el ensamble del complejo
de inicio de la traduccion. Debido a la interaccion de elF(iso)4E con VPg presente
en el extremo 5°de los Potyvirus, se ha sugerido que su rol podria ser mediar la
traduccion del RNA viral directamente o inhibir la traduccion celular mediante el
secuestro de este factor (Khan, Miyoshi et al. 2008, Eskelin, Hafren et al. 2011).
En este trabajo se evaluaron, mediante la separacion de polisomas en gradientes
de sacarosa, los niveles de traduccion del RNA viral en hojas locales de A.
thaliana Col-0 silvestres, mutante nula y la sobreexpresora de elF(iso)4E a 4 dpi.
En la figura 13A se muestran los perfiles polisomales y el RNA separado en geles
de agarosa presente en las fracciones obtenidas. EI RNA viral de las fracciones
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seflaladas con un asterisco fue cuantificado por qRT-PCR (este experimento fue
realizado por triplicado), la figura 13B muestra la distribucion del RNA de TEV-
TAMPS a lo largo del perfil polisomal en cada linea de plantas. Se observo que el
RNA viral est4 presente en fracciones polisomales o de traduccion activa en todas
las plantas, lo que sugiere que la traduccion del RNA viral puede prescindir de
elF(iso)4E y ser soportada por otro mecanismo u otro factor de inicio de la
traduccion de la familia elF4E.

Para el mismo analisis de fracciones polisomales se cuantificé la distribucion del
MRNA correspondiente a eEFla en las tres lineas de plantas. En todos los casos,
este mMRNA estaba distribuido hacia las fracciones polisomales o
traduccionalmente activas, ya que este es un gen de expresion constitutiva (Figura
13C). Esta observacion también indicé que durante la infeccion con TEV-TAMPS
no necesariamente se utiliza elF(iso)4E como mecanismo de inhibicion para la
traduccion celular.
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Figura 13. Distribucién del RNA V|raI a través de un gradlente de sacarosa. A) Se
muestran los perfiles polisomales obtenidos a partir de plantas de A. thaliana Col-0
silvestres, (iso)4E1 (mutante nula) e (iso)4E2 (sobreexpresora) a 4 dpi con TEV-
TAMPS, se indican los monosomas como las fracciones donde la traduciion de
RNAs es baja y polisomas como las fracciones traduccionalmente activas. El RNA
de cada fraccion fu separado por electroforesis en gel de agarosa. Las fracciones
marcadas con asterisco fueron tomadas para los experimentos de qRT-PCR B) Se
muestra la cantidad porcentual de RNA viral distribuido en cada fraccion polisomal.
C) Se muestra la cantidad porcentual del RNA de eEF1a usado como control de
traduccién en el ensayo.

Para descartar la posibilidad de que la distribucion de RNA de TEV-TAMPS
observada en los gradientes de sacarosa fuese debida a algun tipo de forma
encapsidada o parcialmente encapsidada de los viriones que co-migrara en
fracciones de alta densidad, se realiz6 un experimento en presencia de puromicina
gue disocia a las dos subunidades ribosomales e inhibe la traduccion pero no
afecta la formacién de particulas virales. Para esto, se obtuvieron los perfiles
polisomales de hojas locales de plantas de N. tabacum a 4 dpi con TEV-TAMPS
agregando puromicina al concentrado de ribosomas con la finalidad de inducir la
disociacion de los ribosomas y desensamble de los complejos polisomales. Los
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ensayos de RT-PCR para amplificar un fragmento codificante para la proteina Nib
de TEV-TAMPS, mostraron al RNA viral desplazado hacia fracciones no
traduccionales en presencia de puromicina (Figura 14), de manera similar a un
RNA ribosomal (18S) y contrario a lo que se observO en presencia de
cicloheximida para mantener unidos a los ribosomas en presencia del RNA que
esta siendo traducido.

Tratado con Tratado con puromicina
cicloheximida

i
—

2 34 56 7879 23456?89

Figura 14. Efecto de la asociacion/disociacion de ribosomas sobre la distribucion
polisomal de TEV-TAMPS. (lzquierda) Efecto de la cicloheximida en el perfil
polisomal de hojas de tabaco infectadas con TEV-TAMPS (4 dpi). (Derecha) Perfil
polisomal de hojas de tabaco infectada con TEV-TAMPS (4 dpi) obtenido en
presencia de puromicina.
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7.5 VPg y CP de TEV-TAMPS se asocian en complejos con elF(is0)4E in
planta.

La interaccion de elF(iso)4dE con proteinas virales ha sido estudiada
fundamentalmente in vitro o por ensayos de co-localizacién mediante proteinas de
fusion con etiquetas fluorescentes. Sin embargo, aun no se ha esclarecido
completamente la formacién de complejos entre este factor celular y las proteinas
virales o la funcién de estos en el ciclo infectivo. En este trabajo se realizaron
experimentos de co-imnunoprecipitacion sin hacer tratamiento con RNasa usando
anticuerpos a-elF(iso)4E a-CP y a-elF4E para determinar in planta los complejos
que se estan formando durante el proceso de infeccion con TEV-TAMPS. El
producto de las inmunoprecipitaciones fue separado electroforéticamente en geles
de SDS-PAGE y mediante western blot se detecté la presencia de elF(iso)4E,
elF4E vy las proteinas virales CP y Nla (precursor de VPg) en hojas locales de
plantas de A. thaliana Col-O silvestres, (iso)4E-1 (mutante nula) e (iso)4E-2
(sobreexpresora) a 4 dpi (Figura 15). Al realizar la inmunoprecipitaciéon de
elF(iso)4E, se corroboro la ausencia de éste en las mutantes nulas, sin embargo,
se observé la co-inmunoprecipitacion de las proteinas virales CP y Nla con este
factor en plantas silvestres y sobreexpresoras, aunque no se descarta la
posibilidad de que estas interacciones sean mediadas por RNA. En estos
complejos no se detecté elF4E indicando que el anticuerpo usado presenta
afinidad solo por elF(iso)4E. Por otra parte, entre las proteinas que co-
inmunopreciptaron con la proteina viral CP, se detectd a elF(iso)4E y Nla en
plantas silvestres y sobreexpresoras de elF(iso)4E, confirmando la formaciéon del
mismo complejo. Finalmente al realizar el ensayo empleando como anticuerpo a-
elF4E, se pudo evidenciar que junto con el factor elF4E co-inmunoprecipitaba solo
la proteina Nla pero no CP ni elF(iso)4E. Este resultado es congruente con datos
previamente reportados (Beauchemin, Boutet et al. 2007, Roudet-Tavert, Michon
et al. 2007, Charron, Nicolai et al. 2008), y sugiere la formacion de otro complejo
proteico entre elF4E y Nla cuya funcion podria ser distinta al complejo formado por
elF(iso)4E, CP y Nla. Es necesario aclarar que las dos proteinas detectadas en el
western blot por el anticuerpo a-Nla corresponden a VPg (la de menor tamafio) y
la segunda podria ser un precursor de esta proteina, dado que se ha reportado
que durante la maduracién de VPg se pueden encontrar varios precursores tales
como VPg, VPg-Pro, 6K-VPg-Pro (Beauchemin, Boutet et al. 2007)
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Dado que se ha reportado que chaperonas podrian estar asistiendo los complejos
formados entre factores celulares y proteinas virales, se detecto la presencia de la
chaperona HSP70 en las reacciones de inmunoprecipitacién anteriormente
descritas. Se observd que HSP70 co-inmunoprecipitdé con las proteinas CP y
elF4E por separado en hojas locales de las tres lineas de plantas de A. thaliana,
indicando que presencia de la misma en los complejos proteicos no depende de
elF(iso)4E pero posiblemente de RNA.

Proteinatotal  IP-a-(iso)4E IP-a-CP IP-a-4E
is04E1 Col-Q iso4E2 is04E1 Col-0 isod4E2  iso4E1 Col-0 is04E2  jsoqF1 Col-Q iso4E2
50 KDa — W W e v o M‘ IGg
25 KDa — —— i a-(iso)4E

28 KDa “ Ead - o-CPTEV

il
— ’
25 KDa — "} F‘ h- - a-Nia TEV
i

70 KDa — S— o — a-HSP70

Figura 15. Inmunodeteccion de las proteinas elF(iso)4E elF4E, CP y Nla en
complejos proteicos inmunoprecipitados con los anticuerpos indicados a partir de
hojas locales de plantas de A. thaliana Col-0 (silvestre), (iso)4E1 (mutante nula) e
(iso)4E2 (sobreexpresora) a 4 dpi con TEV-TAMPS. En el panel superior se
muestra la IGg de cada anticuerpo empleado en la inmunoprecipitacion. A la
izquierda la deteccion de cada proteina en extracto totales.
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8. DISCUSION

En este trabajo se estudio la participacion de elF(iso)4E durante la infeccion de A.
thaliana con un Potyvirus a diferentes niveles. Los resultados indicaron que
durante la infeccidén con un aislamiento mexicano del virus de jaspeado de tabaco
(TEV-TAMPS), este factor es dispensable para la acumulacion, traduccion y
replicacion del RNA viral. Sin embargo, la ausencia de elF(iso)4E interfiere con la
diseminacién de TEV-TAMPS en A. thaliana (Figuras 5, 10y 11).

En A.thaliana ecotipo Col-0 hay un mecanismo que no se conoce a detalle pero
restringe el movimiento sistémico de algunos aislados de TEV mediado por las
proteinas RTM1, RTM2 y RTM3. En este trabajo se observé que el aislamiento
mexicano TEV-TAMPS puede sobrepasar dicha resistencia, siendo capaz de
moverse sistémicamente en A. thaliana Col-0 (Figura 5B).

Algunos mecanismos desarrollados por los virus que permiten sobrepasar la
resistencia a la infeccion ofrecida por la planta, son soportados por cambios en
algunas proteinas virales como VPg y CP. Se ha propuesto que mediante la
substitucion de algunos amino&cidos en la parte central y C-terminal de VPg, el
virus puede sobrepasar mecanismos de resistencia recesiva 0 permitir la
acumulacion en el sistema vascular (Rajamaki y Valkonen 2002, Charron, Nicolai
et al. 2008, Perez, Yeam et al. 2012). Por otra parte se ha determinado que
aislamientos de LMV y PPV pertenecientes al género Potyvirus son capaces de
sobrepasar la resistencia RTM de A. thaliana, ya que presentan sustituciones
particulares en algunos aminoacidos de la region N-terminal de la proteina CP. Se
ha sugerido que estos cambios podrian afectar la interaccion con alguna de las
proteinas RTM y permitir que estos aislamientos virales sean capaces de
diseminarse sistémicamente en A. thaliana Col-0 (Decroocq, Salvador et al. 2009).

Tomando en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se realizd la
secuenciacion del genoma de TEV-TAMPS, con un enfoque particular en las
secuencias de VPg y CP. La secuencia obtenida para TEV-TAMPS fue comparada
con la correspondiente a aislamientos de TEV afectados en su capacidad para
diseminarse sistémicamente en A. thaliana Col-0, y aislamientos cuya capacidad
de diseminacién sistémica no es conocida. De manera interesante, el alineamiento
mostrado en éste trabajo (Figura 6), indica cambios en la regién central de las

49



DISCUSION

proteinas VPg de los aislamientos MX_MEX1 EU334789, MX_MEX3 EU334788
y TEV-TAMPS tal como se muestra en el trabajo de (Perez, Yeam et al. 2012), en
el que se sugiere que dichos cambios conducen a la reactivacién de la virulencia
de aislamientos de TEV mediada por la interaccion con los factores de inicio de la
traduccién de la familia elF4E en Capsicum spp. Por otra parte, los analisis
comparativos entre las secuencias de las proteinas CP de diferentes aislamientos
de TEV mostraron cambios en la region N-terminal para TEV-TAMPS (Figura 7)
gue son responsables de la divergencia entre este aislamiento mexicano y
aislamientos que no son capaces de movilizarse en A. thaliana Col-0 (TEV-7DA),
ubicandolos en grupos diferentes al realizar un andlisis filogenético (Figura 8).

Acorde al andlisis de secuencias realizado en este trabajo se propone que los
cambios en aminoéacidos especificos de CP y VPg de TEV-TAMPS, podrian tener
repercusion en la capacidad de diseminacion sistémica de este aislamiento en A.
thaliana Col-0. Sin embargo, es necesario corroborar experimentalmente esta
propuesta.

Los virus de plantas requieren diversos factores del hospedero para llevar a cabo
la expresion y replicacion de su genoma, asi como su dispersion. Numerosos
trabajos han caracterizado genes de resistencia viral mediante mutaciones
espontaneas o inducidas a través de compuestos quimicos. Entre los factores
responsables de resistencia recesiva se ha reportado a los factores de inicio de la
traduccion miembros de la familia elF4E, particularmente para virus pertenecientes
al género Potyvirus (Duprat, Caranta et al. 2002, Lellis, Kasschau et al. 2002, Gao,
Johansen et al. 2004, Kang, Yeam et al. 2005, Robaglia y Caranta 2006, Hwang,
Li et al. 2009).

Recientemente se han encontrado complejos de replicacion de Potyvirus formados
por RNA de doble cadena y las proteinas virales Nla (o su forma inmadura 6K2-
Nla) y NIb, ademas de proteinas necesarias para la traduccion de los RNAs del
hospedero, tales como la proteina de unién a la cola de poliadeninas 2 (PABP2),
elF(iso)4E y eEF1A, aunque no se ha esclarecido el papel de estas en la
replicacion viral (Cotton, Grangeon et al. 2009, Huang, Wei et al. 2009).

En este trabajo se analiz6 cuantitativamente la presencia de cadenas de RNA
negativas de TEV-TAMPS como un indicativo de la replicacion viral. La
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cuantificacion fue considerada a partir de 0 dpi como el estado inicial, y como el
estadio en el que la carga de RNA negativo fue menor, ya que para estos
experimentos se inocularon viriones parcialmente purificados. Los resultados
mostraron la presencia de cadenas negativas en hojas locales de plantas
silvestres y mutantes carentes de elF(iso)4E, pero en hojas sistémicas de la
mutante no se observo RNA viral ya sea de sentido positivo o negativo (Figuras 11
y 12). Sin embargo, en las hojas sistémicas de plantas sobreexpresoras de
elF(iso)4E, se detectaron mayores niveles de RNA de sentido negativo. Estos
datos sugieren que elF(iso)4E no es imprescindible para la replicacion viral, pero
podria tener participacién en este mecanismo, ya que su sobreexpresion favorece
la replicacion. Por otra parte, es posible que elF4E pueda mediar la replicacion de
TEV-TAMPS, dada su interaccion con VPg o su forma inmadura 6K2-Nla (Figura
15). Asimismo, no se descarta la posibilidad de que este tipo de complejo tenga
otra funcién durante la infeccion como el transporte intra- o intercelular del RNA
viral.

En contraste con los MRNAs celulares, el RNA de TEV carece de la estructura cap
indispensable para el inicio de la traduccién. En cambio, TEV tiene acoplada por
un enlace fosfodiester a la proteina VPg en el extremo 5’ seguida por una region
no traducible que puede formar estructuras secundarias (Urcuqui-Inchima, Haenni
et al. 2001, Dreher y Miller 2006). Se ha probado in vitro la interaccion de la
proteina VPg de Potyvirus con los miembros de la familia elF4E de A. thalianay T.
aestivum, sugiriéndose que VPg puede competir con los RNA celulares con cap
por elF4E o elFiso4E para favorecer la traduccion del RNA viral o para llevar a
cabo algun otro proceso (Leonard, Plante et al. 2000, Miyoshi, Suehiro et al.
2006). En experimentos in vitro se ha probado el rol de la region 5’ no traducible
de TEV para soportar la traduccion cuando se fusiona a esta un RNA reportero. Se
observé que la traduccion del reportero es mediada por la interaccion de elF4G o
en menor medida de elFiso4G con la estructura secundaria que se forma en la
region no traducible 5’ de TEV y que esta interaccion es estabilizada en presencia
de elF4E y elF(iso)4E (Zeenko y Gallie 2005, Ray, Yumak et al. 2006). Estos
datos indican que aunque los factores tipo elF4E podrian promover la traduccion
del RNA de TEV, el papel principal en este evento reside en elF4G, quien actla
reclutado por una secuencia interna (tipo IRES) independientemente de VPg.

Mediante la separacion de fracciones polisomales se observo que el RNA de TEV-
TAMPS se encuentra traduccionalmente activo en plantas de A. thaliana Col-0,
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tanto silvestres, como mutantes nulas [(is0)4E1] o sobreexpresoras [(is0)4E2] de
elF(iso)4E (Figura 13). Esto sugiere que, in vivo, la traduccidon activa de las
proteinas virales no depende de la presencia o niveles de elF(iso)4E, por lo que se
apoya la idea que in planta la traduccion de TEV-TAMPS sea via IRES y mediada
por alguin miembro de la familia elF4G utilizando probablemente a elF4E para
estabilizar la formacién de un complejo de inicio para la traduccion viral.

Investigaciones con elF4E y elF(iso)4E recombinantes de A. thaliana y Triticum
aestivum, han indicado que la proteina Nla (el precursor de VPg) del virus TuMV
puede llevar a cabo una eficiente interaccion con elF(iso)4E de Arabidopsis y de
trigo, y con menor eficiencia con elF4E de estas especies. Esto ha sugerido que
VPg puede unirse a cualquier isoforma y podria existir competencia entre VPg y
los MRNA celulares por los miembros de la familia elF4E. Por otro lado se ha
mapeado el sitio de interaccién de VPg con los factores elF4E, encontrando que
una secuencia de 35 aminoacidos en la regiébn amino de las proteinas VPg de
diferentes aislamientos de TEV, es la responsable de dicha interaccion (Leonard,
Plante et al. 2000). Otros estudios in vitro demuestran que existe competencia
entre VPg y el anadlogo de cap 7mGTP por unirse a elF(iso)4E de A. thaliana
siendo favorecida la interaccién entre VPg y elF(iso)4E. Ademas se observd que
esta interaccion es viable para formar el complejo VPg-elF(iso)4E-elFiso4G
(Miyoshi, Suehiro et al. 2006). Ensayos in vivo han mostrado que precursores de
la proteina VPg de TuMV son capaces de co-localizar con elF(iso)4E de
Arabidopsis al ser expresados en N. benthamiana, lo que propone que esta
interaccion podria mediar la replicacion y/o la traduccion del genoma viral
(Beauchemin, Boutet et al. 2007). Los resultados obtenidos en éste trabajo
plantean la formacién de dos tipos de complejos entre las proteinas del
aislamiento mexicano TEV-TAMPS, elF(iso)4E y elF4E de A. thaliana in vivo: 1)
Un complejo en el que elF4E se asocia con VPg y la chaperona HSP70; 2) Un
complejo formado por elF(iso)4E con las proteinas virales CP y VPg o algun
precursor (Figura 15). De estos complejos, el segundo es el que probablemente
estaria involucrado en la dispersion sistémica viral, ya que ademas, no podemos
descartar que la formacion de dichos complejos esté mediada por RNA.

Miembros de la superfamilia HSP70 tienen un papel importante en el plegamiento,
disgregacion y transporte de un amplio numero de proteinas (Hartl y Hayer-Hartl
2002). Datos recientes han sugerido que un motivo ubicado en el extremo C-

52



DISCUSION

terminal de la proteina HSC70 permite la interaccibn en complejos
ribonucloprotéicos virales competentes para el movimiento entre célula a célula,
teniendo la capacidad incrementar el tamafio del limite de exclusion del
plasmodesmo e interaccionar con rutas plasmodesmales de translocacion
auténomas no celulares (Aoki, Kragler et al. 2002). En éste estudio se detect6 a la
proteina HSP70 co-inmunoprecipitando con elF4E de A. thaliana en un complejo,
y con CP en otro complejo aun en ausencia de elF(iso)4E (Figura 15; (iso)4E-1).
Dada la universalidad del anticuerpo utilizado, no se puede definir a qué miembro
de la familia de proteinas HSP70 de Arabidospsis corresponde la proteina
detectada. Sin embargo, el resultado sugiere que se podrian formar complejos de
movimiento célula a célula en ausencia de elF(iso)4E asistido por algin miembro
de la familia de chaperonas HSP70 o complejos de replicacion viral ya que ésta
chaperona se ha encontrado en complejos de replicacion viral (Jiang y Laliberte
2011) ademéas se debe considerar que los ensayos de inmunoprecipitacién fueron
realizados sin hacer tratamiento con RNsas, por lo que es posible que los
complejos encontrados pueden estar mediados por RNA viral.

Se ha planteado que elF4E o elF(iso)4E puede tener diversos roles en la infeccién
viral, como la traduccion, el movimiento, la replicacion y la estabilidad del RNA
viral. En este trabajo se pudo establecer que para el sistema TEV-TAMPS — A.
thaliana Col-0 la participacion de elF(iso)4E en el ciclo infectivo viral se encuentra
principalmente a nivel de dispersion sistémica. Sin embargo, seria necesario
efectuar ensayos adicionales que permitan definir si los complejos formados por
elF(iso)4E y proteinas virales in planta participan en el movimiento célula a célula
o0 sistémico de TEV-TAMPS.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se reporta un aislamiento mexicano de TEV capas de sobrepasar
la restriccion al movimiento sistémico en A. thaliana Col-0.

Se encontraron cambios en aminoacidos especificos de las proteinas virales VPg
y CP de TEV-TAMPS con respecto al aislamiento TEV-7DA que es susceptible al
mecanismo de resistencia mediado por RTM en A. thaliana ecotipo Col-0.

Acorde a alineamientos y filogenias construidas para VPg y CP de diferentes
aislamientos de TEV se sugiere que los cambios de aminoacidos en TEV-TAMPS
podrian estar involucrados en la capacidad de sobrepasar la respuesta RTM en el
patosistéma A. thaliana Col-0-TEV-TAMPS.

La ausencia de elF(iso)4E afecta la dispersion sistémica de TEV-TAMPS, pero no
la traduccién o produccion de intermediarios de la replicacion.

La sobreexpresion de elF(iso)4E incrementa los niveles de cadenas antisentido de
TEV-TAMPS, por lo que no se descarta que este factor tenga participacion en la
replicacién viral.

elF(iso)4E y elF4E de A. thaliana ecotipo Col-0 forman in vivo distintos complejos
con proteinas virales de TEV-TAMPS. La formacion de un complejo elF(iso)4E-
VPg-CP es probablemente indispensable para la dispersion sistémica de TEV-
TAMPS en el hospedero A. thaliana Col-0.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo sugieren que es necesario abundar en el estudio de
los cambios encontrados en las secuencias que codifican las proteinas VPg y CP
gue son importantes en el movimiento viral, con la finalidad de establecer si dichos
cambios son responsables de la capacidad de TEV-TAMPS para sobrepasar la
respuesta RTM de A. thaliana Col-0. Una propuesta a futuro es llevar a cabo la
construccion de una clona infecciosa de TEV-TAMPS para realizar ensayos de
mutacion dirigida y analisis de la dispersion sistémica de las clonas mutantes en
este hospedero.

Realizar ensayos de co-inmunoprecipitacion de RNA para poder determinar la
presencia de RNA viral en los complejos protéicos encontrados.

Llevar a cabo el estudio de la localizacion in situ de las proteinas virales VPg, CP y
elF(iso)4E en el patosistema TEV-TAMPS-A. thaliana Col-0 con la finalidad de
discernir cuél es su localizacién durante la infeccion viral y si esta esta dirigida a
soportar el movimiento sistémico viral.
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Translation initiation factor eIF4E exeris an important role
during infection of viral species in the family Potyriridme.
Particularly, a elF{isodE family member is required for
Arabidopsis thaligaa susceptibility to Turnip mosaic wims,
Letiuce mossic virus, and Tobacco etch vin (TEY). In addi-
tion, & resistance mechanism named restriction of TEY
movement (RTM) in A. thaliana controls the systemic
spread of TEV in Col) ecotype. Here, we describe that
TEV-TAMPS, a Mexican isolate, overcomes the RTM resis-
tance mechanism reporied for TEV-TDA infection of the
Col-D ecotype but depends on elFiisodE for its systemic
spread. To wnderstand at which level elF(isodE partici-
pates in A. fhalimea TEV-TAMPS infection, the viral RNA
replication and translation were measured. The absence or
overexpression of elF{isodE did not affect viral transla-
ton, and was still observed in the absence of
elFijisoE. However, the TEV-TAMPS systemic spread
was completely abolished in the null mutant. The viral pro-
tein genome-linked (YPg) precursor Nla was foand in co-
immunoprecipitated complexes with both, elF(iso)dE and
elF4E. However, the viral coat protein (CF) was only pre-
sent in the elF(iso)dE complexes. Since both the VPg and
the CF proteins are needed for systemic spread, we proposs
a role of A. thaligaa elF(sodE in the movement of TEV-
TAMPS within this host.

Successful colonization of a plant host by viroses is mediated
through molecular interactions between the host and viral fac-
tors. Such interactions mediate translation and replication of the
viral genome, invasion of the host by cell-to-cell movement
through plasmodesmata, and long-distance movement throagh
the vascular system (Carrington and Whitham 1998; Taliansky
et al. 2008).

Dwring the past decade, a central role of the translation initia-
tion factor elF4E has become evident during infection of viml
species in the family Potywiridoe. Point motations or polymor-
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phisms within elF4E family members have been identified as
the products of recessive resistance genes and are considered as
markers for viral resistance in A broad spectram of hosts and po-
tyvinses (Ashby et al. 2011; Gao et al. 2004; Kang et al. 2005;
Nicaise et al. 2007; Robaglia and Caranta 2006). Such muotations
usually do not affect the endogenows cellular role of elF4E. This
protein is involved in translation initiation of capped mRMNAs by
directly binding the Cap strocture, m"Gppp™ (where N is any
nocleotide), at the 5" end of the mRMNA through - stacking
interactions as well as to the elF40 protein to form the elF4F
complex (Jackson et al. 2010). In plants, three members of the
elF4E family have been characterized elFJE, elFisoMdE, and
nCEP (Browning 2004). elF4E forms a complex with elF4G
named elFAF, whereas elF{isoE binds to elF(isoddG to form

the elF(iso)dF complex. The expression of each member of the
elF4E family is apparently under differential regulatory mecha-
nisms depending wpon specific tssue and developmental stages
(Dinkova et al. 7000; Rodriguer et al. 1998; Ruud et al. 1998).
Particularly, elF4E and elHjiso)dE have been more broadly stud-
iied and have shown both redundant and specific roles as part of
the elF4F and elFisoldF complexes during in vitro and in vivo
translation of cellular mRMAs (Dinkova et al. 2011; Gallie
2001; Martinez-Silva et al. 2002).

Natural and insartional muotants in the elF4E family have
been stodied in Arobidopsis thalizea (Duprat et al. 2002;
Hwang et al. 200%; Jenner ot al. 2010; Sato et al. 2005), pepper
and tomato (Kang et al. 2005; Ruffel et al. 2002, 2005), pea
(Gao et al. 2004), lettuce (Micaise et al. 2003), and common
bean (Maderpouwr et al. 2010). The mechanisms by which elF4E
proteins are involved in potyvins infection are not completely
understood. However, it has been shown that they interact with
the viral genome-linked protein (YPg) boand to the 57 end of
the viral genome. It has been proposed that inhibition of cellu-
lar mRMNA translation might be achieved by the competition
between VPg and Cap for a particular elFAE factor (Khan et
al. 2008; Leonard et al. 20000. Mutant alleles of elF4E show-
ing impairment of the interaction with VPg are responsible for
observed resistances to potyviral infections (Gao et al. J004;
Ledlis et al. 2002). The central region of the VPg has been impli-
cated in the interaction with elFAE (Roodet-Tavert et al. 2007},
and the VPg protein itself has been proposed as an avirulence
factor in the potyvins-plant inieraction (Rajamaki and Valkonen
19946).

Orther host resistance factors different from elFAE have also
been documented. Some of them act at different steps of the
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viral infection such as short- or long-distance movement. For
example, the estriction of Tobacoe eich vires (TEV) movement
(RTM) described in A. thalizna controls the systemic spread of
TEV, Plum pox virus (PPV), and Letfuce mosaic virus (LMY)
(Decroocg et al. 2006, 2009; Whitham et al. 19993, TEV be-
longs to the family Potyviridoe and infects a broad range of
host plants. Its genome is composed of a positive single-
stranded RMA of about 10 kb with a VPg covalently afached
i the 5 end and a poly(A) tail at the 3 end. The viml genome
contains a long open reading frame coding for about 10 mature
viral proteins (Urcogui-lnchima et al. 2001) and a small open
reading frame called PIPO, which is inserted in the P'3 sequence
and produces an additional protein (P3N-PIPO) that acts as a
cell-io-cell movement protein (Chong et al. 2008; Wei et al.
2000).

The first experiments describing the ETM mechanism were
performed wsing an isolate named TEV-TDA. The ETM re-
sponse requires at keast three loci, RTM Y, RTM2, and RTM3.
RTHM | encodes a protein belonging to the jacalin family, which
is involved in defense against insects and fungi (Chisholm et
al. 2000). The RTM2 locus coresponds to a protein with a
trans membrane domain similar to small heat-shock proteins.
Its expression is oot heat-inducible and, apparently, is mot
imvolved in a thermo-toderance mechanism (Whitham et al.
20000, RTMI and RTM2 associate with the phloem, perhaps
within the sieve elements, to restrict TEV long-distance move-
ment (Chisholm et al. 2000). A third BTM loci (RTM3) was
characterized (Cosson et al. 20100 It encodes a protein be-
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longing to an undefined family of 29 members with Meprin
and TRAF homology domains. Recently, two additional RTM
genes have been identified, indicating that the nonconventional
RTM resistance is a complax biological process (Cosson et al.
2002). At present, it is not clear how the KTM proteins restrict
long-distance movement of potyvinses and whether they
interact with viral components. However, a possible regulation
by plant hormones opens new venoes of vins resistance regu-
lation (Cosson et al. 2012). A connection between FTM and
elF4E family member—associated resistance has not been re-
parted to date.

In A. thaliana, elFiiso)4E but not el FAE is required for suc-
cessful viral colonization in the case of TEV (Lellis et al.
2002) and other imses, such as Thraip mosgic virs
(TuMWV) and LMV (Duprat et al. 20020, At least three potential
roles have been considered for the VPg-elHiso)4E interactions
during TEY infection: i) a function in viral RMA translation
based on the elFiso)4E rmile in translation initiation, i) protec-
tion of the wiral mEMA 5" end against enzymatic degradstion
through the elF{iso)E bound to VPg, and iii)} appropriate
intracedlular localization and transport of the potyviral RMA as
part of ribonuclesproteic complexes through interaction with
cellular microtububes (Lellis et al. 2002; Okade et al. 2009).

Here, wa the infectivity of a Mexican isolate of
TEV (TEV-TAMPE)} in A. thaliana plants (Col-0 ecotype). Cu-
riously, we found that this isolate was able to overcome the
RTM resistance mechanism reported for the Col-0 ecotype as
compared with TEV-TDA, which is susceptible to RTM. How-
ever, when using efF{iso)dE knockout plants, no systemic
spread of TEV-TAMPS could be ohserved. The finding that
TEV-TAMPS was able to overcome ETM oaoly in the presence
of elF(isoME prompied us to investigate whether elF(iso)dE
was involved in the systemic spread of this isolate or in either
viral translation, replication, or both. After sequencing the
TEV-TAMPS VPg and coat protein (CF), we found particular
amine acid changes in variable regions of these proteins, as
compared with other TEV isolates deposited in the GeneBank
database, mostly from the Americas (Allison et al. 1985; Chu
et al. 1995) but one from Asin. Translation of TEV-TAMPS
was not importantly affected by the absence or overexpression
of elF(iso)4E. However, the presence of elFisoE was
required for the TEV-TAMPS systemic spread in A. thalimna.
Finally, although the VPg precursor Nla was found in vivo in
coimmunoprecipitated complexes with both elFiso)dE and
elF4E, the wiral CP was only present in the elFjiso)dE com-
plexes. Since both the VPg and the CP proteins are needed for
the systemic viral movement, we propose that elFiisoME i
required for the systemic spread of TEV-TAMPS.

RESULTS

A Mexican TEYV isolate is able to overcome the RTM
resistance mechanism of an A. thalizeg Col-0 ecotype.

The RTM resistance mechanism reported for A. thaliang
Col-0 ecotype affects the systemic spread of TEV, LMV, and
PPV (Chisholm et al. 2001; Cosson et al. 2010; Mahajan et al.
190E). The viral isolates tested in these reports moved cell-to-
cell in inoculated leaves bat did not move systemically. For the
same vineses, the cap-binding protein elRiso)dE has been
identified as a factor required for successful infection
(Robaglia and Caranta 2006).

Here, we tested whether a Mexican TEV isolate (TEV-
TAMPS) was able to infect an A. thalizgaa Col-0 ecotype, pre-
viously reporied to have the KTM resistance mechanism, as
compared with the C24 ecotype. Additionally, efFliso)dE
knockout mustant plants in the Col- ecotype background were
tested to find at which level this factor is required in the viral



infection. The TEV-TAMPS viral RMA was detected by reversa
transcription-polymerase chain reaction (KT-PCR) at 4 days
after inoculation (dpid on either local or systemic leaves of
wild-type Col-0 and C24 plants (Fig. 1A). At 15 dpi, TEV-
TAMPS was detected at similar bevels in the systemic leaves of
both ecotypes. Interestingly, the TEV-TAMPS RMA was not
detected in the systemic leaves of AtefF{iso)dE-T mutant ([ing]
4E-I), previously reported as resistant to potyvims infection
(Duprat et al. 2002).

The ability of TEV-TAMPS to systemically spread in Col-0
wild-type (WT) plants was compared with TEV-TDA at 15
dpi, using CP quantitation by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) (Fig. 1B). This experiment was performed with
20 plants per isolate in three i experiments. Each
plant was tested in duplicate technical replicate. The viral CP
was detected in systemic leaves of oaly two from the 20 TEV-
TDA-inoculated plants, whereas 19 of 20 of the TEW-
TAMPS-inoculated plants gave systemically positive signal.
These observations indicated that TEV-TAMPS but not TEV-
TDA was able to overcome the KTM mesistance mechanism
reporied for A. thaliana Col-0 (Mahajan et al. 1998). Althoagh
the molecular basis of RTM has not yet been discovered and
the particular viral targets for this host defense mechanism are
not known, several evidences have shown that the viral Nla
protein and the CP are necessary for systemic spread of the
viras (Dhodja et al. 1995; Urcugui-Inchima et al. 2001). Hence,
amino acid changes in these proteins could be associated with
the RTM overcome in A. thaliagns, as has been shown for the
PPV CP amino terminal region (Decroocg et al. 2009).

Amino acid differences within VPg and CF
of TEV-TDA and TEV-TAMPS isolates
in the context of other TEY isolates.

T find out whether TEV-TAMPS carmies particular mutations
as compared with those reported for TEV-TDA. the regions
comesponding to these two proteins were sequenced. The
TEV-TAMPS VPg and CP (GenBank accessions JXS/I812_
MX_TAMPS and JX5I2813_MX_TAMPS, respectively) were
aligned with sequences from TEV isolates available at the
National Center for Biotechnology Information (MCBI) data-
base, incloding accessions reported as unable to spread sys-
temically in the A. thaliama Col-0 ecotype, such as TEV-TDA
(UE_70d _DQ0Ra2ER), TEV-HAT (LUS_HAT_MII458), US_
M15230, US_NW_L3E7M, and VE_CTE_EU3T47E7, as well
as isolates for which the ability of systemic movement in A.
thalizna has not been described. Several amino acid substi-
tions were fiound, particularly in a variable core region and in a
less variablz one at the carboxy terminus of the VPg sequence
(Supplementary Fig. 51). These substinstions lie outside the
region reported to interact with elF{isodE or the viral RMA.
The alignment of CP sequences showed high variability, par-
ticalarly at the TEV-TAMPS amino-terminal region near to the
DG motif neaded for aphid transmission (Supplementary Fig.
52), as has been shown for other potyvimses (Rybicki and
Shukla 1902; Silva-Rosales et al. 2000).

Using the above alignments, the evolutionary relatedness be-
tween TEV-TAMPS and other TEV isclates affected by the
RTM mechanism was infemmed from phylogenstic analysis
using the Geneious alignment and tree builder, with the Jukes-
Cantor genetic distance model and the neighbor-joining method.
The phylogenetic ee based on the VPg sequence showed
separated growps for isolates from two countries in North
America (the United States and Mexico) and one in South
America (Venezuela) (Fig. ZA). Viral isolates affected by the
RTM resistance mechanism (US_7DA_DQP8s288 and LIS
HAT_M11458) grouped together. TEV-TAMPS (MX_TAMPS_
JESI2RIZ), overcoming the BTM resistance mechanism, stood
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alome on A separate bramch of the other Mexican isolates,
whosa ability to spread systemically in the A. thaliana Col-0
ecotype is not known. The same applies for the Venexuelan
isolates that form another group.
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B, coal proteim (CPL The TEV-TAMPS YPg brasch (MX_TAMPS_
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isolates reporied == susceplible 1o the Arobdopris thalfizes ColO
pestriction of Tobacco eich vires (TEY) mowement mechasism (U5 TIWA_
IXN)98E288 and US_HAT_ M11458) and, curdcusly, from other Mexican
isnlates grouped iogether as well. Acconding 1o the CP nce, o single
Branch wus formed betwees TEV-TAMPS (MX_TAMPS_1X51213) aad
US_NW_L3E714, although the lesgth of each line indicates 2 considerble
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T see whether this phylogeny would also apply for the CP
sequence, A similar analysis was dome for this cistron. The anal-
ysis showed again that TEV-TAMPS clusters separately to the
TEV isolates susceptible to ETM (Fig. 2B). In this case, a single
group formed by TEV-TAMPS and the US_NW_L35714 was
obsarved, although the distance between these isolates is con-
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Fig. 3. Effect of sheence or overerpression of ell{isoME on TEV-TAMPS
ENA accumulation. A, The TEV-TAMPS positive or B, the negative
ENA strand was quantified by real Gme questiiative reverse ansoription-
palymemss chain reaction in inooalated idopris thalizna plants from
ecotype Col-0 wild-type (while hars), (s} E-J knockout (black bars), sad
(s E-2 pverexpressing (gray bars) planis. For quantificaion, total KNA
was extmcted from local leaves (DL, O days postinooslation |dpil: 41, 4
dipi) and systemic leaves (45, 4 dpi; 158, 15 dpi). The £EF-Ta mENA was
ed g inlernal coatrol for nonmalizaticn and the 0L valoe wis considepsd
as basal line in order bo represent the rest of samples as fold of change
with respect io the inooslated viml RNA. Asterisks (*) indiculs the differ-
ence was siafistically significest @t P < 005, C, Immunoblots of total
protein extracts from local or systemic leaves of TEV-TAMPS inoculaied
plents, 5 described in the upper part of the fgue, were perfomed with
anti-coat protein (CP) seum o detect Tobacco ebck wvirmy (TEY) or with
anti-=EF 1B serum as loading control.
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siderable. For this phylogenetic tree, different Mexican isolates
were not included, due to the unavailability of comesponding
CP sequences.

elFiisndE is not required for TEV-TAMPS RNA replication
or stability in A. thaliona Col-0.

The interaction between elFiso)dE and the viral VPg has
been proposed by several suthors to participate in RMA stabil-
ity, translation, or movement (Lellis et al. 2002; Okade et al.
20090, Additionally, elF(isoME sequestration by VPg might
impair translation of host mREMNAs and promote viral RMA
translation (Eskelin et al. 2001; Khan et al. 2008). To further
understand the potential role of elFisoE in TEV-TAMPS in-
fection of A. thaliagng, the replication and presemce of viral
RMA was evaluaied in local and systemic leaves of plants in-
oculated with semipurified viral particles obtained as described
below. In addition to the knockowt line (isoddE-1, an elF{iso)dE-
overexpressing line on Col-0 ecotype backgrownd, (isoldE-2,
was included in the analysis. Accomulation of the vims posi-
tive and pegative RMA strands was quantified by real time
quantitative (q/RT-PCR in local leaves at (v and 4 dpi as well as
in systemic beaves at 4 and 15 dpi (Fig. 3A and B). The posi-
tive RNA level in local leaves at O dpi (discussed below) was
employed as the reference for each line wsed in the experi-
ment. It mast be noted. bere, that the inoculum, despite intense
washing, importantly contributed to the number of vins-positive
strands detected in the inoculated leaves, particulardy at O dpi
(Fig. 3A), bat not to the negative strands (Fig. 3H).

The results indicated that TEV-TAMPS accumulation in lo-
cal leaves at 4 dpi was impaired in the (iro)dE-7 knockoot
mutant and enhanced in the {(iso)d E-2-overexpressing mutant
as compared with the Col-0 WT plants (Fig. 3A and B). Ac-
cumulation of the viral strands in systemic leaves at 4 and 15
dpi was not detected in the {iso)d E-§ mutant plants, in contrast
to WT and the (iso)}dE-2-overexpressing mutant. Again, and
taking together the data of positive and negative viral strands,
virall accumulation in systemic leaves was enhanced in
(iso)dE-2 (Fig. 3A and B). These observations indicate that
elF(isoME is not strictly required for the replication of TEV-
TAMPS RNA in local leaves, as it is in the case of TuMVY and
LMV inoculations (Duprat et al. 2002), but it is indispensable
for the TEV-TAMPS systemic dispersion.

A. thalizna moculation with TEV-TAMPS was oot associ-
ated with wisible symptoms of viral infection. Therefore, to
test whether the systemic spread is able o produce viral pro-
teins, a Western blot with commercially available TEV CP
antisarem was performed on local and systemic leaves (Fig.
3C). The observed results were consistent with the behavior of
positive and negative RMA strands (Fig 3A and B}, and the CP
level in systemic tissues was similar in the cases of Col-0WT
and {iso)4E-2 plants. CP was not detected in systemic leaves
of the (iso)4E-/ knockout. These data further confirm that
elFiisoME is required for the TEV-TAMPS movement.

Arabidopriz thalinna elFiiso)4E is not required
for TEV-TAMPS RNA translation.

‘W evaluated the translational efficiency of TEV-TAMPS in
the presence or lack of elFiisoME to determine whether this
panticular factor is able to enhance translation of te viral RMA
in planta. For this assay, inoculated A. thaliang leaves, at ddpi,
from (iso)d E-1, (izoME-2, and WT plants wene wsed. The dis-
tribution of viral RMA was measured along sucross density
gradients (polyribosomal fractionation). using gRT-PCR of a
region coresponding to the CF RMA. The mRNAs efficiently
initiated for translation are found on polyribosomes (high su-
crose concentration), whereas a decrease in translation initia-
tion shows a shift towands nonpolyribosome (fractions with



lower sucrose concentration). The profiles during fractionation
were similar for W, (ise)ldE-1, and (isoE-2 plants (Fig. 4A),
indicating that there were no meaningful changes on global
translation lewvels by the absence or overexpression of
elFiisoME. The viral RNA was found in free RMA particles
(fractions 2 to 4) and polyribosomal fractions with a peak of
abundance between fractions 10 and 14 (Fig. 4B). This indi-
cates that only a fraction of the total positive RMA strand is
subjected to active translation in the absence, presence, of
overexpression of elF(iso)4E. The distribution of virml RMA
appeared mostly unalterad in (isoMdE-1 and (iso)dE-2 lines as
compared with WT. The distribution of a cellular mRENA usad
as coptrol, the eukaryotic elongation factor loo (eEFla)
mRMA, was found mostly in beavy polysomes (Fig. 4), indi-
cating that it is efficiently translated in the presence of the viral
RMA, regardiess of the elF(isoME levals. The presence of viral
RMA in the fractions corresponding to polysomes was depend-
ant on ribospme association as shown by puromycin polysome-
disrupting treatments (Supplementary Fig. 53). These results
do not sapport the hypothesis that TEV-TAMPS VPg interaction
with elF{iso)4E impairs translation of endogenous transcripts
or enhances its own translation, at beast in the A. thalisng host.
Muoreover, it was confirmed that elF(isoME is not required for
TEV-TAMPS translation.

TEV-TAMPS CF and ¥Pg are found
in complexes with A. thalizng elF{iso)4E in planta.

The elFliso)dE factor has been prewiously associated with
potyvines translation and replication (Cotton et al. 2009; Khan
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et al. 2006, 2008). However, in this work we obtained evidence
that, in A. thaliama, the elFisoME absence or overexpression
does not affect translation {association to polysomes). Moreowver,
elFiisoME absence does not impeda virus replication in local
leaves. Mevertheless, el FlisoME is required for the viral move-
ment, either cell to cell or at long distance, and its systemic
spread. Therefore, we asked whether elFiso)dE is particalarly
associgted to viml proteins involved in the systemic spread.
This interaction was tested by coimmunoprecipilation assays
using protein extracts from {iso)4E-1, (iso)dE-2, and WT local
leaves at 4 dpi. Three immunoprecipitations were

using the antibody for A thalizea elFiso)E (IP-[iso]4E) or
elF4E (TP-4E) and the antibody against TEV CP. The immu-
noprecipitated protein complexes wene separated on sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE), were blotted, and wene detected with antibodies against
elFiisoME, elFAE, CP, and Nla (Fg. 5).

The Westem blot against elF(iso)dE and elF4E in IP-{iso)4E
and IP4E demonstrated that the antibodies are able to specifi-
cally distinguish each isoform without cross-reactivity and,
hence, each immuenoprecipitate is expected to contain protein
complexes specific for each isoform. elFisoME was not de-
tected in (iso)E-J plants, and none of the other Westemn assays
showed a detectable product for the IP-(isoME of the knockoat
(Fig. 5 second panel). Detection with either o-CP or a-Nla in
the same immunoprecipitate rendered a positive signal for WT
and {mHE.? but not in the (iro)dE-J knockout, indicating
specific coimmunoprecipitation of both viral proteins in com-
plex with elF(iso)dE. To corroborate the specificity of this
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interaction., immunoprecipitation assays wsing o-CP or o-
elF4E were performed with protein extracts from 4-dpi TEV-
TAMPS local leaves. The CF was detected in immunoprecipi-
tation assays of all plants, since the extract was obtained from
local leaves. However, elFiisoME and Nla were immunode-
tected only in the imm ipitation assays from WT and
(iso)4E-2 plants (Fig. 5, third panel). On the other hand, immu-
nodetection performed with the same antibodies of IP-4E com-
plexes retwrned positive for elF4E and Nla but not CP and
elFiisoME (Fig. 5. fourth panel). These data suggest the pres-
ence of at least two different viml protein complexes, one
imolving CP, MNla, and elFiso)dE, the other one including Mla
and elF4E. The antibody against Nla inclodes the portion cor-
responding to WPg, and the band detected in immuenoprecipi-
tates was about 26 kDa, indicating that the protein found in
these complexes is actually WPg. Therefore, TEV-TAMPS VPg
is able to interact in planta with either elF{isoME or elF4E
from A thaliagag, similar to reports of previows in vitro and in
vivo studies with VPg from other potyvinuses (Grzela et al.
2006).

DISCUSSION

Members of the translation initiation factor elF4E family
constitvte a major group of host-recessive resistance genes for
potyvinses (Micaisa et al. 2007; Piron et al. 2010; Robaglia
and Caranta 2006; Ruffel et al. 2002). Several genatic and bio-
chemical approaches have demonstrated that the VPg is the
predominant factor mediating the elF4E resistance and suscep-
tibility mechanism. Based on the elF4E function in eukaryotic
translation and on the observed VPg interference of its binding
o a Cap ("mGTP) analogue or daring in vitro mENA transla-
tion (Greela et al. 2004; Khan et al. 2008), it has been pro-
posad that the resistance mechanism mediated through elFAE
family members is at the kevel of viral translation emhancement,

ANEXOS

cellular translation inhibition, or both. However, other evidences
arpue against this proposal. One of these is the presence of an
internal translation initiation mechanism promoted by specific
regions found in the 5° untranslated region of several potyviral
RMAs able to efficiently support in vitro translation by directly
binding other initiation factors, such as elF4G or el FlisoMdG,
withowt the presence of elF4E or elFiso)E (Gallie 2001; Ray
et al. 200&). The other is that inhibiting cellular translation
through elF4E saquestration by VPg, as has been demonstrated
by in vitro and, recently, in vivo experiments (Eskelin et al.
201 1; Miyvoshi et al. 2008), would not fully explain the speci-
ficity of the virms requining a particular elF4E isoform depend-
ing upon the host.

In this work, we aimed to dissect the level of elF(isoME par-
ticipation in the infection of A. thaliana with a Mexican isolate
of the TEV named TEV-TAMPS. When analyzing inoculations
of TEV-TAMPS in A thaliama Col-0 WT and efFiiss)4E knock-
out plants, we noticed that this isolate reproducibly overcame
the RTM mechanism only in the WT plants. TEV-TAMPS muta-
tions in VPg and CP both proteins imolved in the systemic
movement of potyvinses, might be responsible for overcoming
resistance mechanisms sach as KTM and allowing the infection
of A. thaliang. Recent publications support this idea, showing
that amino acid substitutions, particularly at the N-terminos of
CF, are determinants for the ability of LMV and PPV isolates to
break the RTM resistance mechanism in A. thaliama (Decroncg
et al. 2009). Farthermore, mutations in the WPy protein from
TuMV have been shown to be sufficient to break the resistance
imposed by A thaliang elFlisoE or efF{isald G knockout mu-
tamts by A mechanism independent of its interaction with thesa
factors (Gallois et al. 2010,

The null mutation for elFiisoME in A. thaligna (Duprat et
al. 2002) was previously reported as resistant to both TubdV
and LMY, even at local tissmes. The observation that TEV-
TAMPS is able to overcome the RTM mechanism only in the
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Fig- 5. Inizraction of Arabidopsis tnlizes Cold elHisoME and elFE with TEV-TAMPS proleins. Imemesoprecipilation assays were performed esing otal
jprotein extracts obiained from local leaves of A fafiees wild-type Col -0, (oM E-J knockout, and (isoME-2 pverexpressing plasis ot 4 days postinoculation.
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{imoME and o-4E. IP with a-(isoME (IP-|so0ME) contained complexes formed by A. thofess elF{moME md the cost protein (CPF) (30 kD) and VPg (26
kDa) viral proteins bul not the A thaliang £IFE protein. Reciprocally, the TP with o-CP (IP-CF) contmined the seme proteins. The P with o-4E (IP4E) did
mol shirer e presence of virel CP o Arabidopsis el Fliso)dE et displayed a positive signal for the: viral VP (in a-Na).
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presence of elFisoME but is detected in local tisswes regand-
less the elFiso)ME presence allowed us to study in planta the
viral translation, replication, and systemic spread. Dur results
indicated that sholishment of elF(isoME did oot impede TEV-
TAMPS RMA accumulation in local leaves, althowngh overex-
pression of this protein positively influenced, to some extent,
viral replication in both local and systemic leaves (Fig. 3).
Such observation is consistent with previous findings describ-
ing the presence of elF{isoME and other translational factors,
such as the PolyA binding protein 2 (PABP2) and the transla-
tion elongation factor 1A (eEF1A) in large vesicles associated
with viral replication (Cotton et al. 200%; Hafren et al. 20100
However, TEV-TAMPS replication was not strictly dependent
on the elFiisoME presence, since the knockout mutant pre-
sented newly synthesized negative RMA strands in local leaves
(Fig. 3B). In addition, this mutant did not show impairments in
global cellular translation or in the viral RMA translation (Fig.
4), ruling out the requirement of elFliso)dE for thess steps in
the viral infective cycle, at beast for the TEV-TAMPS-Arabi-
dopsis system. Other work makes reference to two different
sites within elF4E that independently bind VPg and the Cap
analogue m'GDP with similar affinity in vitro. The VPg-bind-
ing site would be different but strocturally related to the CAP-
hinding site and reduces the mRMNA Cap affinity (Michon et al.
2006). Similar interactions could ocowr with the TEV-TAMPS
VPg and elF(isoME of A thalizng Col-0 but probably withowt
a reduction in the mRNA Cap affinity. as there was oot an
interferance with host mRMA translation.

Using co-immunoprecipitation assays, we were able to de-
tect the TEV-TAMPS VPg in either elF(iso) 4E or eIF4E com-
plexes. However, we found the viral CP only in the elF(iso)4E
complexes (Fig. 5). The presence of CP caly in the elFliso)4E-
dependent protein complex has not been previously reported
and could comelate with the requirement of this specific iso-
form for the viral movement in A. thaliama. Whether the inter-
action between elFiso)dE and CP is direct or is supported by
other proteins within the complex remains to be solved. How-
ever, it is unlikely that VPg would recrait CP in the complex,
since we found VPg but not CP in the elFAE-bound complexzs.
Taking into accownt that both CP and WPy are proteins required
for wiral movement, we propose that panticular complenes
formed by elF(iso)dE and these proteins are involved in the
systemic spread of TEV-TAMPS. In the absence of elFiiso)dE,
such complexes could not be formed, hence, the viral move-
ment is restricted.

Previous reports have described the interaction betwesn
elFiisoME and TuMY VPg or its precursors WPg-Pro (Mla)
and 6K-VPg-Pro (5K-Nla), suggesting a role in the disniption
of cellular functions or in viral translation or replication
(Beauchemin et al. 2007; Cotton et al. 2009). A. thalang is a
TuMV-susceptible plant showing sevene symptoms wpon infec-
tion with this potyvirus. The same plant species could be in-
fectad by TEV-TAMPS isolates without developing any obvions
symptoms. For both TaMY and TEV A. thaliang susceptibility,
the requirement of elF{isoE has been demonstrated (Dheprat
et al. 2002; Lellis et al. 2002). However, whereas the presence
of TuMV RMA could not be detected in the inoculated leaves
of an A. thaligna elF(iso)E knockout (Duprat et al. 2002),
viral products from TEV-TAMPS coald be observed in local
leaves when compared with WT plants, even though the inocu-
lated virus might account for the majority of the detected RMA.
Therefore, replication of TaMV sirands may be strictly depend-
ent on elF(soME, whereas replication of TEV, although nega-
tively affected, still occurs in the absence of elFilisoME.

The analysis of CP and VPg sequences reveals that specific
amino acid changes may be responsible for the ability of TEV-
TAMPS to overcome the KTM resistance mechanism. It will
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be interesting to get a further insight in the phylogeny of these
proteins, when more sequences for both proteins are available
from the same isodates in different geographic regions. Notice-
ably, TEV-TAMPS VPg interacts with both elFiso)dE and
elF4E in planta. However, each isoform is apparently involved
in different complexes with the viral proteins, leading us to
conclude that they probably exert different roles within the viral
life cycle.

MATERIALS AND METHODS

PMant and virms materials.

Arabidopsis thalizag Columbia 0 (Col-0) ecotype was asad
as WT as well as the genetic background for the efFiiso)dE
knockout  AtelF(iseME-] (Dupeat et al. 2002) and the
elFliso)4E-overexpressing mutant AfelFliso)dE-2 (Martinez-
Silva et al. 2012) lines. For some experiments, the scotype Co-
lambia 24 (C24) reporied as susceptible to the TEV systemic
movement was nsed (Mahajan et al. 1998). Individual plants
were grown in pots with Metromix 200 substrate and were
kept at 23°C, under 100 pmol m= 57 light intensity, with an 8-h
light and 16-h dark photoperiod. for 6 wealks before inoculation.

TEV-TAMPS was wsed for inoculation of all plants. TEV-
TAMPS from the federal Mexican state of Tamaulipas was
propagated in Nicotiana fabacum cv. Xanthi plants (6 weeks
o) and were maintained under standard greenhowuse condi-
tions. The TEV-TDA isolate used in this work was expressad
from a pASTEVY plasmid previously reported (Bedoya and Daros
20010) and was propagated in N. tabacum cv. Xanthi plants (6
weeks old) under greenhowse conditions. TEV-TAMPS and
TEV-TDA wiral particles were partially purified from V. fg-
Bbarum symptomatic leaves, according o a procedure previ-
ously described (Gopalan 2007). The amount of viral particles
was determined using ELISA quantitation with o-CP-TEV
(Agdia Inc, Elkhart, IN, US.A ) Six-week-old rosette leaves
from A. thafioaa plants were mechanically inoculated using a
cotton swab tip with estimated similar amownts of viral panticles.

Total RNA isolation and TEV-TAMPS detection
by final point RT-PCR.

Total RMNA from A. thaliang and N. fabacem plants was ex-
tractad using the Trizol method (Invitrogen Corp.; San Diego,
CA, U.5.A.) and following the manufacturer’s indications. The
concentration was quantified by measuring absorbance at 260
nm, and its quality was verified by electrophoresis on a 1%
agarose gel. The reverse transcription reaction was performead
with M-MLY reverse transcriptase (Invitrogen Corp.) accond-
ing to the manufacturer’s instroctions, wsing 1 pg of total
RMA. Oligo dT was used as primer in the reverse transcriptase
reaction. PCR assays were performed with recombinant Tag
polymerase (Invitrogen Corp.) following the manufactrer’s
instructions, using the appropriate primers as described in Swp-
plementary Table 51. The amplified products were resolved on
a 1% agarose pel electrophoresis.

Paolysomal RNA purification and analysis.

The separation of polysomal complexes was performed
using 2 g of TEV-inoculated leaves, according to a previously
described protocol (Davies and Abe 1995), adapted to A. thali-
ana (Martinez-Silva et al. 7012). Afier concentrating through a
6% sucrose cushion, ribosome-boand RMA was loaded on 15
to 6% sucrose gradients and was centrifuged for 2 h at 4°C in
a 5W-55 rotor at 250,000 = g. Nine fractions were separated
with an Ao Densi-flow system (Labconco, Kansas City, MO,
.5 A) conpled to a 260 nm sbsorbance detector Econo LY
Monitor EM-1 (Bio-Rad, Hercules, CA, U.5.A.) and a plotter
LEB BROMMA 2210 (Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden) to
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obtain the polysomal profiles. The RNA was extracted from
each fraction wsing phenol-chloroform. The treatment with
paromycin was done by adding GTP buffer (20 mM Tris-HCI,
pH &, 400 mM KC1, 3 mM MgCl;, and 0.5 mM puromycin) to
the pellet obtained after the 6% sucrose cushion centrifuga-
tion and incubating for 45 min at 37°C. Afterwards, the extract
was run through a 15 to &0 sucrose gradient.

qRT-PCR.

RMA (2 pg) were treated with R()1 DMase (Promega Corp..,
Madison, W1, U5 A) and were reverse-transcribed using M-
MLY-RT (Invitrogen). The gPCR was performed with qTEY
primers designed with the aid of the “Primer Tools™ within the
Geneious program). ¢EF-Jor was used as an internal normaliz-
ing control gene. For the negative viral-strand quantitation, the
5" forward oligonucleotide TEVY was used in the reverse tran-
scriptase reaction. The PCR amplification was performed in a
T500 DMNA analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
U.B. A, using SYBR Green PCR master mix (Applied Bio-
systems) for signal detection. The relative viral expression was
calculated after normalization with the reference gene (eEF- 1o,
using the 2 method and was represented a5 fold of change
with respect to the inoculated RMNA {either positive or negative
strand) collected from the local leaves 2 h after inoculation. To
avoid with the gquantification of inocolated viral particles that
did not enter the plant cells, the local leaves were extensively
washed with vins-free solotion and, afterwards, were subjected
to RMA isolation or were farther grown under standand condi-
tions o collect local leaves at 4 dpi and systemic leaves at 4 or
15 dpi. Tukey honesdy significant difference analysis (P <
0.05) was performed on the data to estimate statistical differ-
ences batween the three A. thaliana lines (WT., [iso4E-1, and
[iso4E-2). The quantification of viral RNA distributed along
polysomal fractions, obtzsined by sscrose gradients, was per-
formed as described previously (Dinkova et al. 2005; Martinez-
Silva et al. 2012), and the percentage of the RMA in nonpaly-
somal and podysomal fractions was determined.

Immunoblot and ELISA assays.

Total proteins were extracted by grinding 500 mg of leaf tis-
soe and homogenizing it in 500 pl of extraction buffer (200
mM Tris-HCI, pH 85, 50 mM KCl, 25 mM MgCl;, 2 mM
EGTA, 2% PTE (polyoxyethylene [10] tridecy]l ether), 1%
Igepal. and 5 pg of cycloheximide per milliliter, 1| mM dithio-
threitod (DTT), and 1 mM orthovanadate). Afier contrifugation
(12,000 % g, 5 min), the supernatant was recovered, and the
concentration was determined by the Bradford assay (Bio-
Rad), using bovine semam albumin as standard. Afier SDS-
PAGE, 5 pg of total proteins were nsed directly for immuono-
bdot analysis. The a-elF4E and c-elF(isodE antibodies swp-
pied by K. 5. Browning from the Depanment of Chemistry
and Biochemistry, University of Texas at Austin, were used
at 110,000 dilution. The o-CP-TEY {Agdia Inc.) was used at
110,00 dilution, and the o@-Nla antibody (from W. Dougherty)
was used at 1:15,000 dElution. The antigen-antibody complexzs
were detectad wsing a horseradish peroxidase—coupled goat o-
rabbit immunoglobulin G {1gG) according to the manofac-
tarer’s recommendations. lmmunoreactive bands were detected
with Immobilon Western Chemilominescent HRP substrate
(Millipore, Badford, MA, US A )

For ELISA experiments, 100 pg of total proteins obtained
from uninfected or infected (15 dpi) systemic leaves of A. tha-
ligna Col-0 with TEV-TAMPS or TEV-TDA were incubated,
with o-CP-TEV (Agdia) as capture antibody at 1:500 dilution.
As secondary antibody, an alkaline phosphatase—coupled goat
w-rabbit Izl was usad at a 1:1,000 dilotion. The activity of
alkaline phosphatase was indirectly estimated at 450 nm wsing

468 / Molacular Plant-Microbe Interactions

75

ANEXOS

NET (nitro-blue tetrazolinm chloride) and BCIP (5-bromo-4-
chlom-3 -indolyphosphate p-toluidine salt) in carbonate baffer
(0.1 M MaHCO,, 1 mM MgCl,. pH 9.8) as sobstrate.

Immunoprecipitation assays.

To evaluate interactions between elF(iso)ME and viral pro-
teins, 3 g of local or systemic leaves were ground. The slumy
was transferred to 15-ml tbes with 5 mi of extraction boffer
(200 mM Tris-HCL, pH 835, 50 mM KCL 5 mM MgCl,, 2
mM EGTA, heparin at 100 pg/ml, 2% FTE, 1% Igepal [previ-
ously Monidet P40), and cycloheximide at 5 pg/ml, 1 mM
DTT, and 1| mM osthovanadate). The extracts were vigorously
mixed and were centrifuged for 15 min at 10,000 = g at 4°C.
The upper clear supernatant was usad to perform immuenopre-
cipitation assays according t0 8 previows report (Peritz et al.
2006), using Protein Agarose A (Millipore). The a-elFisoME,
a-CP-TEV, and o-elFAE antibodies were wsad at 1:1,000 dilu-
tions. The total protein extracts (Input) and the immuenopre-
cipitates were analyzed by immunoblots.

TEV-TAMPS VPg and CP sequencing and

The TEV-TAMPS isolate was obtained from Capsicam
aanm cultivars in the county of Tampico Madero in the fed-
eral state of Tamaulipas, Mexico. The nuclectide sequences
of ¥Pg and CP were obtained afier RT-PCR amplification,
using specific oligonucleotides and cloning into pGEM-T Easy
vector (Promega Corp.). Both sequences were cured wsing the
BioEdit Sequence Alignment Bditor, version 7.0.9.0 for
‘Windows, and were tested against GenBank sequences wsing
the Blast software freely accessible on the MCBI website. The
sequences were manually assembled and deposited in the
GenBank database with the following accession nembers:
TEV-TAMPS VPg, JX512812_MX_TAMFE, TEV-TAMPS CP.
JXSI2813_MX_TAMPS.

Ayailable VPg and CP sequences from other TEV isolates
were obtained from GenBank. Unfortunately, CP saquences
were not available for all accessions used in the VPg analysis
and vice versa. Mucleotide sequences for both VPg and CP
cistrons were aligned wsing Geneious Pro 4. 8.3 created by
Biomatters (available from the Biomatiers Geneious Pro web-
site) with the Clustal W algorithm (Larkin et al. 2007) and cost
matrix with gap extension cost of 100. The aligned nucleotide
sequences were further translated in silico, with the same pro-
gram, and were usad with the Geneious tree builder with the
Jukes-Cantor genetic distance modiel and the neighbor-joining
method. A bootstrapping with a andom ssed of 500,000 and
1000 replicates and no outgrouping was used. The consensus
tree was sebected with a threshold of 50.
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