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DISCUSION

1. INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA ENTRE EL
FACTOR DE TRANSMISION DE TEV Y UN POSIBLE
RECEPTOR DEL PULGON

Tal y como se ha descrito, los potyvirus como virus de transmision no persistente
se considera que son retenidos en el canal alimenticio del estilete del vector (Berger
and Pirone, 1986; Ammar et al., 1994) de forma que el factor auxiliar HCPro podria
estar interaccionando con hipotéticos receptores alli presentes, y al mismo tiempo con
la particula viral, conforme a la conocida hipétesis de puente (Govier and Kassanis,
1974a). Las interacciones necesarias se considera que deben ser de tipo proteina-
proteina. Por esta razdn se planted caracterizar en mayor detalle el comportamiento
de todas las proteinas que presuntamente intervienen en el proceso de transmisién del
potyvirus TEV, incluyendo el candidato a receptor caracterizado recientemente

(Fernandez-Calvino et al., 2010).

1.1.- SOBREEXPRESION DE CP DE TEV y MpRPS2 Y PRODUCCION DE
ANTISUEROS CONTRA LAS MISMAS.

Anteriormente a este trabajo, separaciones electroforéticas 2D con proteinas
procedentes de extractos de cabezas de pulgdn permitieron identificar una proteina
denominada MpRPS2, que mantenia una interaccién con la proteina HCPro de TEV
(Fernandez-Calvino et al., 2010). A partir de aqui se decidi6é clonar este candidato y la
proteina de la capside de TEV (CP) para su posterior expresién y evaluacion en
experimentos de interaccion. Para la sobreexpresion de estas proteinas se decidieron
emplear sistemas basados en la expresion heteréloga en bacteria. Actualmente
existen varios sistemas disponibles comercialmente para este propédsito, y en nuestro
laboratorio se utilizan frecuentemente los sistemas basados en fusiones a GST
(sistema pGEX) y a MBP (sistema pMAL), que contienen ademas sitios estratégicos
para poder procesar proteoliticamente la proteina recombinante con ayuda de
proteasas especificas (trombina y factor Xa, respectivamente), lo que en teoria permite

aislar finalmente la proteina de interés.
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Para la recuperacion y purificacion del producto de fusion final, el protocolo a
utilizar varia de acuerdo al sistema empleado, dependiendo de que la proteina
recombinante sea secretada al medio extracelular, o bien sea retenida en algun
compartimento intracelular. También depende de que se trate de un producto soluble,
0 se encuentre en cuerpos de inclusion.

En el caso particular del sistema pGEX, donde el producto recombinante es
expresado como proteina de fusiéon con la enzima GST dentro del citoplasma, la
purificacién es efectuada por cromatografia de afinidad con glutatién sefarosa después
de lisar las células. La especificidad del sistema y las condiciones poco
desnaturalizantes en la que se produce la elucién lo hacen adecuado para obtener la
proteina de interés en forma activa. Ademas, debido a que la GST es poco
inmunogénica, podria usarse la proteina de fusiébn entera en la preparacion de
reactivos para inmunodiagnéstico. Los rendimientos obtenidos en este trabajo fueron
satisfactorios en lo que se refiere al uso de estas proteinas para ensayos de tipo Far-
Western donde se verifican las interacciones proteicas.

Sin embargo, el rendimiento de expresion mejora usando el sistema de fusion a
MBP a pesar de que por su mayor tamano respecto la fusion a GST podria pensarse
que seria sobre el papel menos adecuado. EI mejor rendimiento podria deberse por
ejemplo a un plegamiento diferente de las dos proteinas de fusién que afectara a la
estabilidad del producto, o por otras razones desconocidas. Nuestra estrategia ha sido
ensayar los dos sistemas y escoger el mas adecuado en cada caso. Esta
aproximacién empirica nos ha permitido obtener unos rendimientos mas adecuados
con MBP, tal y como se muestra en los resultados, y en consecuencia, ésta fusion fue
la elegida para producir antisueros que luego seran usados en los ensayos de
interaccion proteina-proteina.

Siguiendo con los protocolos habituales a partir de la obtencién de las
proteinas de fusion correspondientes (tanto de GST como de MBP), el siguiente paso
fue aislar la proteina de interés de forma independiente. También con el sistema
elegido basado en fusién a la MBP se logré una mejor separacion de la proteina de
interés gracias a la digestion con el factor Xa. Un ensayo con una cantidad pequefa
de proteina nos ha permitido comprobar que es factible esta separacién, aunque el
rendimiento final se veia seriamente comprometido, por lo que seria necesario una
mejora del proceso si se necesitara disponer de la proteina independiente. Por ello, la
inmunizacion de los animales para obtener sueros especificos se realizé finalmente

con las proteinas de fusion.
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1.2.- OBTENCION DE LA PROTEINA HCPRO DE TEV Y SUS MUTANTES EITC Y
PAK.

Para obtener proteina HCPro de TEV sin modificar y sus posibles mutantes, se
utilizé la sobreexpresiéon del producto en planta (N. benthamiana) mediante el sistema
de expresion transitoria por agroinfiltracion, basado en la inflitracibn en hojas de
cultivos de Agrobacterium tumefaciens transformados con las construcciones
adecuadas (Goytia et al., 2006). Gracias a este sistema fuimos capaces de purificar la
proteina HCPro y variantes de la misma para poder utilizarlas en los ensayos de
interaccion.

Al analizar los niveles de acumulacién tanto de la proteina HCPro como de sus
mutantes, se pudo observar como la expresion de las proteinas aumentaba a medida
que avanzaba el tiempo post-agroinfiltracion. Este resultado estd en consonancia con
la funcion de HCPro en la supresion del silenciamiento génico mediado por la planta
en respuesta a componentes exdgenos (Lakatos et al., 2006). La proteina HCPro
actua secuestrando las moléculas inductoras del silenciamiento, los duplex de siRNA,
impidiendo el progreso del PTGS, es decir, en cuanto se produce la expresion de la
proteina HCPro activa, esta proteina actia como supresor de silenciamiento,
impidiendo que su propio mensajero sea degradado, y contribuyendo a retroalimentar
la expresion de la construccion, que se traducira en un aumento de acumulacion de
proteina directamente proporcional al aumento de tiempo post-agroinfiltracion.

HCPro es una proteina que se encuentra entre los supresores mejor
caracterizados (Anandalakshmi et al., 1998; Brigneti et al., 1998; Kasschau and
Carrington, 1998), por tanto este resultado de la acumulacion de HCPro mediante
agroinfiltrado era esperable. Las variantes EITC y PAK, mostraron el mismo
comportamiento en cuanto a acumulacién del producto. Esto puede ser debido a que
estas mutaciones no influyen en la funcion de silenciamiento, y podrian ser especificas
para la transmision. La distribucion de funciones dentro del producto viral HCPro ha
sido diseccionada en detalle en el caso de TEV, y nuestro resultado coincide con los

obtenidos en estudios anteriores (Torres-Barcelo et al., 2010)
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1.3.- INTERACCION DE HCPRO DE TEV CON LA PROTEINA DE LA CAPSIDE Y
CON UN POSIBLE RECEPTOR DEL VECTOR DE TRANSMISION MEDIANTE
ENSAYOS DE FAR WESTERN BLOT.

La técnica de Far Western blot ha sido ampliamente utilizada en el estudio de
interacciones de proteinas implicadas en transmision por pulgones (Blanc, 1997; Peng
et al., 1998; Ruiz-Ferrer et al., 2004). Por este motivo decidimos emplearla para
analizar la interaccién entre las distintas proteinas que intervienen de acuerdo con la
“hipotesis de puente” (Govier and Kassanis, 1974a). Este sistema permite detectar las
interacciones de la proteina HCPro con las particulas virales de TEV, asi como con
posibles candidatos a receptores en la transmisién viral.

Respecto al analisis de la interaccion entre HCPro y las particulas virales, en
los ensayos Far Western se observa una banda de aproximadamente 29 KDa
coincidente con el peso esperado de la CP de TEV, lo cual demostraria la conocida
interaccion entre estas dos proteinas (Blanc, 1997). Ademas, se ha observado también
que las muestras que contenian las fusiones de CP con GST daban sefal en los
ensayos de tipo Far Western, confirmando que la proteina de fusibn mantiene la
capacidad de interaccionar con HCPro.

En el previo analisis protedmico de extractos de cabezas de pulgdn, se
identificaron diversas proteinas candidatas a actuar como receptores durante la
transmisién (Fernandez-Calvino et al., 2010). De entre las candidatas, la proteina
ribosomal S2 (MpRPS2), homologa al receptor de laminina, fue elegida para confirmar
la interaccion con HCPro. Este tipo de proteina ha sido descrita como receptor viral en
células animales (Wang et al., 1992; Akache et al., 2006; Gauczynski et al., 2001; Tio
et al., 2005; Senapin and Phongdara, 2006), ademas de encontrarse en las cuticulas
del mosquito Anopheles gambiae (He et al., 2007), vector de humerosos arbovirus, lo
que sugeria que podria estar relacionada con la transmisién de otros virus como TEV.

Los ensayos tipo Far Werstern mostraron que las fusiones de MpRPS2 vy
GST/MBP son capaces de interaccionar con el factor viral HCPro, lo que confirmaba la
proteémica llevada a cabo por la Dra. Fernandez-Calvino.

El uso de mutantes de HCPro afectado en dominios presumiblemente
necesarios para la interaccién permitié la realizacién de experimentos de interaccién
donde se podria comprobar la esperable interrupcién de la union tanto al posible
receptor como a la proteina de la capside del virus.

El mutante EITC se ha descrito que afecta al dominio de HCPro que
presumiblemente interviene en el proceso de transmision uniéndose a estructuras del

pulgén. Se buscaba interrumpir la interaccién con el candidato MpRPS2, es decir, si la
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variante EITC no se unia al receptor, el complejo formado por las particulas virales y el
factor auxiliar HCPro no se retendria en el estilete del pulgén. A través de los ensayos
Far Western, hemos podido demostrar como deja de interaccionar MpRPS2 cuando se
usa EITC como cebo, confirmando la posible implicacion del dominio conservado KITC
en la transmisién mediando la retenciébn en el estilete, mientras que el mutante
mantiene la capacidad de interaccionar con la CP del virus.

Sin embargo, al probar estos mismos ensayos con la variante de HCPro, PAK,
mutante relacionado con la unién entre particulas virales y HCPro, no se observo
pérdida en la interacciéon ni con la CP ni con las fusiones de MpRPS2. Este resultado
sugiere que el dominio PTK, aun habiendo sido implicado en la interaccion entre la
proteina HCPro y la particula viral, podria no ser el Unico dominio que esté implicado
en esta interaccion. Resultados anteriores con otros potyvirus como ZYMV mostraban
que el mutante PAK perdia la transmisibilidad y la capacidad de interaccionar con la
CP del virus (Peng et al., 1998), pero trabajos posteriores con SMV sugieren que la
interaccion entre HCPro y CP puede ser mas compleja e implicar mas de un dominio
(Seo et al., 2010). Ademas el cambio de un aminoacido polar sin carga, como la
treonina, por un aminoacido apolar, como la alanina, podria no tener la misma
trascendencia estructural que por ejemplo el cambio de KITC por EITC (cambio de
aminoacido basico por uno acido), por lo que se puede pensar que no sea suficiente

para abolir la interaccién por completo en el caso de TEV.

1.4.- INTERACCION DEL FACTOR HCPRO DE TEV CON LA CP DE TEV Y CON
MpRPS2 MEDIANTE EL SISTEMA DEL DOBLE HIBRIDO EN LEVADURA.

Con el objetivo de demostrar mediante otras técnicas diferentes del Far
Western blot las interacciones postuladas en la “hipétesis del puente” se decidié
analizar la capacidad de union de HCPro de TEV con la CP del mismo virus y con el
posible receptor MpRPS2 mediante el sistema de doble hibrido en levaduras.

Como se ha mencionado, la interacciéon entre HCPro y CP de potyvirus se ha
abordado en otros sistemas virales mediante ensayos de doble hibrido (Seo et al.,
2010). Debido al poco conocimiento en lo que se refiere a las estructuras del pulgén
que podrian estar interaccionando con HCPro, se desconocia como MpRPS2 podria
reaccionar en un sistema de levaduras. Ademas, la anterior demostracién de
interaccion mediante el método Far Western blot, se lleva a cabo en condiciones
desnaturalizantes donde la proteina esta en teoria totalmente desplegada y con los

dominios de unidén expuestos, por esa razon se considerd interesante confirmar por
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otros métodos mas préximos a la situacidén in vivo esta interaccion. Tal y como se
muestra en el apartado de resultados, la interaccion entre estas dos proteinas, fue por
segunda vez demostrada gracias al sistema de doble hibrido. Estos resultados indican
que MpRPS2 puede ser un firme candidato a ser un elemento participante en el
proceso de transmision, y que se mantiene el interés por explorar otros aspectos de
esta proteina.

Por otra parte, se sabe que la interaccion entre HCPro y CP se considera
necesaria para que se produzca la transmision. Estudios mediante este tipo de ensayo
muestran que HCPro expresada en levaduras es activa en transmisién (Ruiz-Ferrer et
al., 2004) lo que sugiere que se puede utilizar también para comprobar interacciones.

A pesar de que esta metodologia ha sido ampliamente utilizada para estudiar
interacciones entre proteinas de potyvirus (Guo et al., 1999; Guo et al., 2001; Kang et
al., 2004; Urcuqui-Inchima et al., 1999b; Urcuqui-Inchima et al., 2000; Lopez et al.,
2001), nuestros resultados referentes a la conocida interacciéon entre CP de TEV con
HCPro no han sido los esperados, resultando negativa la deteccion de interaccion en
las que esté implicada la proteina de la capside de TEV. En el caso del virus PVA
tampoco se lograba observar la esperada interaccion en el sistema de doble hibrido
(Guo et al., 1999). Aun y asi, la interaccién anteriormente comprobada en ensayos de
tipo Far Western entre CP y HCPro de TEV, hace pensar que la no deteccion en el
sistema de doble hibrido, podria deberse a algun tipo de limitaciébn experimental que
esté afectando a la técnica. Ademas el problema parece estar afectando Unicamente a
la proteina CP y no a HCPro, puesto que tal y como se ha mencionado anteriormente,
HCPro si es capaz de interaccionar con el candidato a receptor MpRPS2 en el sistema
de doble hibrido.

Algunas de las causas que pueden explicar esta ausencia de interaccién se
basan en problemas estructurales, teniendo en cuenta que las proteinas interactoras
se producen como proteinas de fusiéon unidas en su extremo amino terminal a los
dominios encargados posteriormente de unirse al DNA y de activar la transcripcion de
los genes delatores, por lo que es posible que sufran algun tipo de cambio
conformacional respecto a la proteina nativa sin esta fusiébn en su extremo amino
terminal, y como consecuencia se veria impedida la interaccion.

Como se ha explicado en la introduccién, el dominio de CP implicado en
transmision se localiza en el contexto del triplete DAG, que supuestamente
interacciona con el dominio PTK de HCPro, segun la “hipé6tesis del puente”. Este
dominio DAG esta situado en la parte amino terminal de la CP, quedando expuesto
hacia el exterior de la estructura de la particula viral (Baratova et al., 2001; Shukla et

al.,, 1986). Por tanto, el hecho de afiadir una fusiébn en esta regién podria estar
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alterando el plegamiento correcto de la CP respecto al que tiene en la particula viral, y
en consecuencia afectar su estructura e interferir con la interaccién entre HCPro y CP.
Es posible también, que se esté alterando la conformacién de la regién necesaria para
la activacion transcripcional de los genes delatores, anulando la funcionalidad del
dominio de unién a DNA y del dominio de activacion, imposibilitando asi la deteccion
de la interaccién entre las proteinas estudiadas.

Un buen modelo estructural de la CP de potyvirus seria muy util para poder
valorar cuales son los motivos reales que dificultan mostrar en el sistema del doble
hibrido la interaccion entre CP y HCPro. Cabe destacar que todavia ninguna CP de
potyvirus ha sido resuelta mediante difracciébn de cristales. Ademas, existen otros
miembros de este género ademas de TEV en los que tampoco se ha logrado detectar
la interaccion CP- HCPro mediante levaduras, como por ejemplo PSbMV o PVA (Guo
et al., 2001; Kang et al., 2004).

Otra de las caracteristicas de la proteina CP de potyvirus es que sufre
modificaciones post traduccionales tales como la fosforilacion y glicosilacién
(Fernandez-Fernandez et al., 2002; Ivanov et al., 2001). Este tipo de fenbmenos
dependen de enzimas del huésped en el que se produce la infeccién por el virus (Chen
et al., 2005), y por tanto no tienen por qué producirse del mismo modo en un sistema
experimental como S. cerevisiae. Si realmente este tipo de modificaciones fueran
necesarias para que se produjera la interaccion entre las proteinas HCPro y CP, el
doble hibrido no seria adecuado entonces para estudiarlas siendo otra causa para la
no deteccién de la interaccion entre las proteinas CP y HCPro de TEV con este
sistema.

Ambas interacciones, tanto la de CP con HCPro como la de MpRPS2 con
HCPro, tal y como predice la hipotesis del puente, han sido demostradas en ensayos
de tipo Far Western con resultados claros. Aunque no funcionara con la interacciéon
esperada entre CP y HCPro, el sistema de doble hibrido si ha servido para confirmar

la interaccion con el candidato a receptor MpRPS2.
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2. INTENTOS DE LOCALIZACION DEL CANDIDATO A
RECEPTOR MpRPS2 EN EL ESTILETE DEL PULGON.

Después de confirmar la interaccion entre HCPro y MpRPS2 mediante Far Western
y doble hibrido en levaduras, se decidi® dar un paso hacia adelante en la
caracterizacion de este posible receptor dirigiendo el estudio hacia su localizacién
anatomica en el pulgon.

Los pulgones reconocen las plantas huéspedes por una serie de procesos
sensoriales: reconocimiento visual, reconocimiento mecanico, reconocimiento olfativo
y reconocimiento gustativo. En el reconocimiento gustativo estd directamente
implicado el aparato bucal de los pulgones, mas concretamente, el estilete. Este,
mediante accion muscular, puede penetrar en las hojas, siendo el 6érgano principal en
la alimentacion de tipo picador-chupador de estos insectos.

El aparato bucal de los pulgones consta de dos maxilas flanquedas por dos
mandibulas organizadas en forma de estiletes; en los estiletes maxilares (formados al
soldarse las dos maxilas), se distinguen dos canales: el canal alimenticio y el canal
salival. Ambos canales se unen en la porcion distal del estilete formando un canal
unico (Forbes, 1969). Los estiletes mandibulares se encuentran rodeando los estiletes
maxilares, de forma que se permite el movimiento de los segundos en relacion con los
primeros. Es aqui, en los estiletes mandibulares donde se localizan las terminaciones
nerviosas responsables de la mecano-recepcion (Forbes and M., 1970; Wensler,
1974).

La caracteristica principal de una transmisioén no persistente de virus es la de tener
lugar en tiempos de retencidn e inoculacién muy cortos en el vector. Esta peculiaridad
ha da lugar a diversas teorias sobre cdmo el virus es adquirido primero e inoculado
después en la planta. En un principio se creia que la retencidén del virus era un acto
meramente casual, en el que el pulgdn al alimentarse podia adquirir accidentalmente,
transportar e inocular el virus a otra planta después de efectuar las correspondientes
inserciones de prueba (Kennedy et al., 1962). Posteriormente, se formul6 la hipétesis
“‘ingestion- egestion” (Harris, 1977; Gamez and Watson, 1964) donde se consideraba
el papel del vector a modo de “jeringuilla voladora”, es decir, el virus era adquirido en
el momento de la alimentacién del insecto y posteriormente era inoculado mediante
regurgitacion en la nueva planta de contenidos celulares adquiridos en la planta de
origen. El proceso de regurgitacion podria tener como finalidad la de expulsar
obstaculos en la entrada del canal alimenticio, que podrian contener a las particulas

virales.
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Una de las hipbétesis mas aceptadas hasta ahora, es la de “ingestién- salivacion”
(Martin et al., 1997) donde la saliva juega un papel importante en el momento de la
inoculacién del virus. Asi, el virus utilizaria la saliva del vector como vehiculo de
transporte y de dispersion. Los autores del trabajo citado utilizaron el sistema de
monitorizaciéon del comportamiento alimenticio del pulgén para identificar procesos
asociados a la adquisiciéon y a la inoculacion, y en efecto comprobaron que la
inoculacién tenia lugar durante la salivacion.

Los datos disponibles sobre la localizacién del virus indicaban ademas una fuerte
correlacién entre transmision y retencién de particulas en el punto distal del estilete,
donde, donde como se ha mencionado anteriormente, se unen los canales alimenticio
y salival (Guo et al., 1999; Wang et al., 1996). Trabajos llevados a cabo con el
caulimovirus CaMV mostraban la retencion especifica del factor auxiliar de la
transmision P2 en una proteina localizada en una zona discreta del conducto comun
(Uzest et al., 2007). Se ha descrito recientemente que en esta region se encuentra una
estructura anatomica, llamada acrostilo, donde existe una gran acumulacion de
proteina cuticular (Uzest et al., 2010).

Estas evidencias nos llevaron a pensar que si en efecto MpRPS2 era un receptor
de HCPro, podria estar localizado en el tejido cuticular, y concretamente encontrarse
en la parte distal del estilete maxilar donde presumiblemente tiene lugar la retencion
del virus.

Con el objetivo de relacionar MpRPS2 con tejido cuticular, se realizé un Western
blot contra la misma proteina en mudas de pulgdn. La muda es el residuo del proceso
de eliminacién del exoesqueleto de las ninfas una vez tiene lugar su sustitucién por
uno nuevo. El exoesqueleto esta formado por la cubierta de cuticula del insecto, por lo
que las mudas se pueden considerar como tejido cuticular practicamente puro. Los
resultados positivos del Western blot indicaron la presencia de MpRPS2 en las mudas
de M. persicae, lo que de nuevo seria consecuente con una posible intervencion de
esta proteina en el proceso de transmision.

Avanzando en la localizacion, se realizaron experimentos de busqueda de la
presencia de la proteina a través de su antisuero especifico en el estilete maxilar del
pulgbén. Para ello fue necesario separar el aparato bucal del pulgdn en estiletes
maxilares y mandibulares. Estos experimentos fueron realizados en dos especies de
pulgébn M. persicae y A. pisum (resultados no mostrados). La razén de usar estas dos
especies fue la facilidad del aprendizaje para diseccionar estiletes en un pulgbn mas
grande como es A. pisum, que ademas esta descrito como posible vector de potyvirus
y TEV. El antisuero especifico de MpRPS2 es también capaz de detectar una proteina

en individuos de A. pisum y en sus mudas (resultados no mostrados), lo que sugiere
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que la proteina homologa (90% de identidad de secuencia aminoacidica) de esta
especie presentaba reaccion cruzada con el antisuero.

Tal y como se muestra en los resultados, no se pudo demostrar mediante ensayos
de inmunolocalizacion la presencia de MpRPS2 en el estilete de los pulgones, a pesar
de emplear las mismas condiciones de incubacion que con el anticuerpo aPeplL, capaz
de sefializar la acumulacién de proteinas cuticulares propias del acrostilo. Después de
un tratamiento de quitinasa, que se esperaba podria dejar mas expuestos los posibles
receptores, tampoco se obtuvo un resultado positivo.

Finalmente, se decidié tratar de mimetizar las condiciones en que se da la
transmisioén in vivo buscando en la variacion de diferentes parametros un sistema que
nos permitiera la localizacion de MpRPS2.

Para estos experimentos se utilizdé una purificacion de una fusién de HCPro con
la proteina fluorescente verde GFP, similar a la construccion P2-GFP empleada por
Uzest y colaboradores en el caso de CaMV. Una utilidad adicional de la fusion HCPro-
GFP es que permitiria evitar el uso del anticuerpo secundario, que obliga a realizar
numerosos lavados, y puede afadir ruido de fondo a este tipo de ensayos.

La construccién HCPro-GFP fue utilizada para agroinfiltrar plantas y purificar el
producto final, y se empled éste en ensayos de localizacién. Los resultados muestran
qgue no localizaba fluorescencia en los estiletes, aunque no es posible descartar que
cambio de estructura y plegamiento de la proteina al tener unida la GFP pudieran

afectar a la capacidad de interaccionar de HCPro.

2.1.- INTENTO DE LOCALIZACION DE MPRPS2 A TRAVES DE LA INTERACCION
CON HCPRO-GFP EN PRESENCIA DE EGTA

Estudios previos realizados en el laboratorio (resultados no publicados de
Virginia Ruiz- Ferrer) demostraron que la proteina HCPro era activa en transmisiéon
cuando era eluida con EGTA, y no con imidazol, tal como se especifica en las
instrucciones de la resina comercial utilizada para la purificacion de la variante
hisHCPro marcada con cola de histidinas. Es probable que la actividad se vea
favorecida de algun modo por la capacidad de este compuesto de quelar cationes
divalentes (en concreto el Ni** de la columna). De hecho, los métodos bioquimicos de
aislamiento de la actividad del HCPro exigian la inclusién de Mg?* en el tampon de
purificacién (Thornbury et al., 1983; Thornbury et al., 1985). Estos datos se pueden
interpretar como que la presencia de EGTA podria contribuir a dotar al HCPro de una

estructura adecuada, y por tanto facilitar la unién entre el receptor y HCPro.
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Variando las concentraciones de EGTA, tampoco se consiguieron sefales

concluyentes bajo estas condiciones.

2.2.- LOCALIZACION DE MPRPS2 A TRAVES DE LA INCUBACION DE LA
PROTEINA PURIFICADA GST- MPRPS2 EN LOS ESTILETES.

Partiendo de la capacidad conocida de los receptores de laminina en insectos
(a los que es homéloga MpRPS2) de formar homo- y heterodimeros (Kumagai et al.,
1997), se penso6 en la posibilidad de recrear una estructura parecida afiadiendo al
estilete la proteina purificada GST-MpRPS2 que podria interaccionar con MpRPS2 si
ésta en efecto se localizara alli. Los resultados mostraron que no habia una sefal
especifica, pero si existia un halo alrededor del estilete, lo que se podria interpretar
como indicativo de la existencia de este dimero, aunque no es un resultado
concluyente. La adicion de HCPro-GFP tampoco permiti6 concretar una sefial en el

estilete.

2.3.- LOCALIZACION DE MPRPS2 EN DOS CONDICIONES DE pH DIFERENTES.

Una de las hipo6tesis que se barajé fue la de que MpRPS2 podria provenir de las
glandulas salivares, necesitando unas condiciones especificas para activarse.

Los pulgones son capaces de secretar dos tipos de saliva: la gelificante y la
acuosa. La primera sirve para sellar el camino que hace el estilete hasta llegar al punto
de alimentacion, y la segunda esta relacionado con el proceso de succién del alimento.

La saliva acuosa presenta un pH de entre 8 y 9 en experimentos hechos en
membrana donde se media el pH de la secrecién que provenia del estilete (Miles,
1972). Por eso, se decidi6é dializar la purificacion GST-MpRPS2 en dos condiciones
divergentes: tampén TrisHCI 1M pH 8 y tampén MES 1M pH 5,6. Ninguno de los dos

ensayos mostré una sefal clara de la posible localizacion de MpRPS2 en el estilete.
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2.4.- LOCALIZACION DE MPRPS2 CAMBIANDO LA CONDICIONES DE PH DE
HCPRO

Como dultimo experimento, se intentd la localizacién de esta proteina
cambiando drasticamente todas las condiciones respecto al pH, es decir, se utilizan las
proteinas HCPro y MpRPS2 a pH 5,6, diferenciando el método de deteccién, usando
en el primero HCPro-GFP y en el segundo el antisuero especifico contra MpRPS2

seguiedo de anticuerpo secundario unido al fluoréforo.

Los resultados obtenidos respecto a MpRPS2 podrian indicar que su posible
funcion en transmisién no es la de actuar como un receptor canénico. Por una parte,
no ha sido posible detectar su presencia en el estilete mediante un antisuero
especifico ni variando las condiciones, aunque no se puede descartar totalmente su
presencia en la regién distal del estilete en una concentracion baja que resulte
indetectable con las técnicas empleadas. Tampoco se observa sefal de retencién en
el estilete si se interpone HCPro. Sin descartar su posible papel como receptor
propiamente dicho, se pueden explorar otras alternativas para explicar su posible
papel en transmisién derivado de su interaccién con HCPro, comenzando por la
hip6tesis de una funciébn como cofactor en la saliva del pulgdn. En concreto se han
intentado imitar in vitro las condiciones quimicas propias de la saliva para confirmar si
MpRPS2 podria mediar en la interaccién con el estilete en esas condiciones. En
ausencia de una explicacion mas plausible sobre cual puede ser la verdadera funcion
de esta proteina en el proceso de transmisién viral, los datos disponibles justifican que
se mantenga MpRPS2 entre los candidatos cuyo analisis funcional se ha abordado en

el presente trabajo.

3. IDENTIFICACION Y ANALISIS DE NUEVOS
CANDIDATOS A RECEPTOR A PARTIR DEL
INTERACTOMA DE HCPRO CON PROTEINAS DE
PULGON.

Debido a las dificultades descritas para detectar la presencia de MpRPS2 en el
estilete, y el desconocimiento del numero y de la naturaleza de los hipotéticos
receptores presentes en la cuticula del estilete del pulgon e implicados en el proceso

de transmision, el siguiente objetivo nos llevd a plantear experimentos para su
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busqueda, ampliando la lista de potenciales candidatos.

Partiendo de la hipdtesis de que la transmisién en pulgones vectores se lleva a
cabo gracias a la presencia de un/os hipotético/s receptor/es, que estarian presentes
en la cuticula del estilete maxilar, y de que estos receptores podrian tener una
naturaleza proteica cuticular que serviria para explicar su especificidad, una posible
estrategia para identificarlos mas facilmente seria partir de una extraccion de proteinas
enriquecida en la fraccion cuticular. Para llevar a cabo esta extraccion, se compararon
los protocolos descritos por el Dr. Dombrovsky (Dombrovsky et al., 2007a) y una
comunicacion personal de la Dra. Uzest, realizando al final una serie de
modificaciones en el protocolo anteriormente utilizado por la Dra. Fernandez-Calvino,
obteniendo como resultado una extraccién conteniendo mayoritariamente proteinas
cuticulares. La composicién enriquecida en este tipo de proteinas fue verificada
mediante ensayos Western usando el anticuerpo especifico de proteina cuticular
aPeplL.

La busqueda del hipotético receptor se centrd en las proteinas extraidas. Para
ello se realiz6 una separacion por electroforesis bidimensional. Los ensayos de
interaccion realizados confirmaron la existencia de varias proteinas del pulgon M.
persicae, capaces de interaccionar especificamente con la proteina HCPro de TEV. La
existencia de interacciones entre HCPro y un numero de proteinas de pulgén ya se
habia descrito anteriormente para potyvirus, incluyendo TEV (Fernandez-Calvino et al.,
2010) y ZYMV (Dombrovsky et al., ). En este ultimo caso se utilizaba también una
extraccion enriquecida en proteinas cuticulares. La presencia de multiples interactores
no es por tanto una sorpresa, y podria estar reflejando la multifuncionalidad de la
proteina HC-Pro y su implicacibn en multiples procesos. De hecho nuestro
conocimiento de las proteinas que interaccionan con la proteina HCPro es todavia
limitado, de forma que es posible descartar que algunas de las proteinas de insecto
identificadas en estos trabajos representen proteinas homélogas de oftras
interacciones funcionales en plantas huéspedes.

Al comparar el interactoma de HCPro con el del mutante EITC, se observo la
desaparicion de algunas sefiales, lo que podria servir como un indicio: los factores
implicados en la transmision podrian ser los que pierden selectivamente la capacidad
de interaccionar con la proteina auxiliar funcional. No obstante, no hay evidencia de
que la pérdida de interaccion con el mutante EITC tenga que ser una caracteristica
necesaria en un hipotético receptor, y por tanto se decidié no utilizar ese criterio con

un caracter muy restrictivo.
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Los geles unidimensionales resultaron mas uniformes y reproducibles que los
bidimensionales realizados a partir de las mismas muestras. La identificacién en los
geles bidimensionales de los factores de pulgon que interaccionan con el HCPro de
TEV se veia dificultada por la distorsiéon del gel tefiido con nitrato de plata

La identificacion de los factores se basdé en cortar las bandas de los geles
unidimensionales que aparecian en el interactoma de HCPro, pero que a su vez,
desaparecian al tener como cebo a EITC. Se obtuvieron asi 11 bandas conteniendo a
posibles candidatos.

Por razones técnicas, estas bandas fueron recortadas dejando un margen de
gel para garantizar que no se excluia la proteina o proteinas responsables de la
interaccion observada. Esto conlleva a la posibilidad de identificar proteinas con
movilidad similar pero no relacionadas con la interaccion. Tampoco se puede descartar
que la interaccion se deba a un complejo de proteinas diferentes que migren
conjuntamente en las condiciones de la electroforesis. En efecto el numero de
proteinas identificadas en las 11 bandas fueron 167.

Las secuencias derivadas de genotecas procedentes de pulgones se utilizaron
para refinar la identificacion de estas proteinas permitiendo confirmar la presencia de
dominios proteicos conservados en las proteinas identificadas y realizar
comparaciones de identidad de secuencia con otras proteinas de insectos
secuenciadas.

En conjunto estos resultados permitieron determinar la posible identidad de las
proteinas seleccionadas con mayor certeza. La eleccion del candidato a estudiar en
este trabajo se hizo a partir de criterios como la cobertura de la prediccion de la
secuencia proteica y los dominios tipicos que indicaban posibles funciones de la
proteina.

A partir de la desestimacion de las predicciones con una cobertura menor al
40% se obtuvieron 48 proteinas de las cuales 11 tenian un dominio ribosomal, 9 uno
cuticular y el resto carecian de dominio que pudiera indicar una funcion especifica. Al
haber hecho la mitad de este trabajo con una proteina presumiblemente ribosomal,
como MpRPS2, se decidié estudiar las proteinas de tipo cuticular como potenciales
factores implicados en la transmision.

La proteina cuticular RR1Cp2 se repetia en bandas del mismo peso, y en otros
geles de extraccidn de la otra especie de pulgdn disponible en el laboratorio A. Pisum.
Por estos motivos se decidio trabajar con ella.

Esta proteina esta descrita (Dombrovsky et al., 2007b) como tipo cuticular con

la presencia del dominio de tipo RR1 que indica que forma parte de la cuticula blanda
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o flexible (Togawa et al., 2004). El analisis de secuencia gendmica de esta proteina
sefala la existencia de dos intrones en medio de dos secuencias codificantes a la

espera de identificar funcion, ademas de péptido sefial y el dominio RR1 (figura 50).

8| N

Figura 50. Esquema de la posicién de los intrones en el gen que codifica para RR1Cp2

(adaptado de (Dombrovsky et al., 2007b). Se muestra la regidon codificante para el péptido
sefial (S), la region N-terminal, los intrones (1), las dos proteinas no caracterizadas (P1 y P2), el

dominio RR1 y la regién C- terminal.

El caracter estructural que puede tener esta proteina y la posible interaccion
con HCPro, se puede interpretar como la necesidad de que el virus se una a una
estructura en el momento de la dispersién a otra planta.

Este estudio, es el segundo realizado en el laboratorio, que ha intentado
encontrar los hipotéticos receptores implicados en el proceso de transmisién no
persistente mediante la utilizacibn de ensayos de interaccion y herramientas
protedbmicas, para dilucidar la posible funcion de las proteinas del insecto que
muestran interaccion con la proteina HC-Pro y la pierden con su variante implicado en
transmision EITC.

Los experimentos que se muestran mas adelante, intentan explicar la
verdadera implicacién en transmisién de las proteina seleccionada, quedando un
trabajo por delante en la identificacion de otras proteinas que se han quedado en la

protedmica por caracterizar debido al trabajo que conlleva cada una.
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4. PARAMETROS DEL CICLO VITAL DE UNA
POBLACION DE M. PERSICAE BAJO CONDICIONES
ESPECIFICAS DE MANTENIMIENTO EN TABACO Y EN
EL LABORATORIO.

El trabajo con insectos requiere un estudio previo de cobmo se comportan en una
condiciones diferentes de las habituales en la Naturaleza, como las de un laboratorio.

El pulgon del melocotonero, Myzus persicae, es un insecto polifago que produce
importantes dafios directos e indirectos sobre los cultivos como ya hemos indicado.
Presenta una gama muy amplia de especies huéspedes secundarias incluyendo
algunos cultivos. En nuestro laboratorio, este insecto estaba mantenido sobre plantas
de tabaco en las que era capaz de completar su ciclo vital, reproducirse y transmitir
virus.

El origen de esta poblacion se encontrara en un huevo, procedente de una hembra
sexuada, que en su dia produjo una hembra fundadora, de la que se deriva todas las
sucesivas generaciones de pulgones clonales. Esta hembra fundadora es siempre
aptera (sin alas) y se reproduce por partenogénesis. De ella se derivan otras muchas
hembras apteras que solo se diferencian de la hembra fundadora en que son algo mas
pequeias y de menor fecundidad. De las primeras hembras apteras se derivan, por
partenogénesis, otras iguales. De estas hembras apteras aparecen ocasionalmente
otras hembras aladas, también partenogénicas, capaces de invadir otras plantas, y en
los nuevos cultivos invadidos, se derivan otras apteras idénticas a las primitivas. La
poblacién mantenida en las condiciones del laboratorio, somete a los insectos a vivir
en un ciclo asexuado continuo, debido a que no es posible que invadan otras plantas,
obteniendo asi una poblacién clonal en términos genéticos.

En las condiciones de la camara de cria, el ciclo vital de los pulgones pasa por 4
estadios marcados por la muda (ecdisis), en los que cada ninfa aumenta su tamafo de
manera proporcional hasta llegar al estadio de pre-adulto, sexualmente inmadura, para
finalizar en la hembra adulta preparada para dar lugar a nuevas ninfas.

El hecho de que sea dificil determinar a simple vista en que fase se encontraban
los pulgones, se decidio recurrir a una herramienta morfométrica basada en la medida

de la capsula cefélica (distancia de ojo a 0jo). Se eligié este parametro frente a otros
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porque era el mas facil de medir y el mas comparable, mostrando correlacién con el
aumento esperable de masa corporal a medida que avanza el ciclo vital.

Un primer aspecto que fue necesario estudiar a lo largo del ciclo vital del pulgén,
fue la expresion relativa de los factores de pulgén que podrian estar jugando un papel
en la transmisién de TEV: MpRPS2 y MpRR1Cp2.

Mediante la técnica de RT-qgPCR, ambos genes fueron analizados a lo largo del
ciclo vital obteniendo sus diferentes perfiles de expresion corregidos frente a la
expresion del gen MpRPL7, considerado esencial y con una expresion basal mas o
menos constante (gen constitutivo o "housekeeping"). La eleccibn de MpRPL7 fue
realizada atendiendo a su uso en publicaciones sobre expresion génica en pulgones, y
contando con el asesoramiento del Dr. D. Tagu (INRA-Rennes, Francia). En primer
lugar, MpRPS2, identificado anteriormente (Fernandez-Calvino et al., 2010), se
comprob6 que presentaba una expresion relativamente estable, y con expresion mas
baja que MpRPL7. Se podria deducir por comparacion con el comportamiento del gen
constitutivo, que MpRPS2 se estaria expresando en numerosas células del organismo
y ademas codificaria una proteina con un papel que podria ser esencial para el
funcionamiento general celular, lo que explicaria la presencia aproximadamente
constante de transcritos a lo largo de todo el ciclo vital. No obstante, no disponemos
de datos sobre distribucion de la expresion en diferentes tejidos, por lo que no se
puede descartar que la expresion se concentre en unas determinadas estructuras
anatdmicas mas que en otras. Tampoco disponemos de datos sobre la estabilidad y
persistencia de la proteina, excepto que su presencia es detectada en insectos enteros
y también en mudas aisladas, lo que sugiere que la cuticula puede estar entre los
destinos finales de acumulacion de la proteina.

Por otra parte, el ciclo de expresion de MpRR1Cp2 muestra un esquema con
una expresion muy superior a la del constitutivo, sugiriendo que su produccion es
elevada, y que debe ser un producto por tanto abundante. A lo largo del tiempo se
observan al menos dos picos en el tercer y séptimo dia, que podrian corresponden al
cambio de ninfa 2 a ninfa 3 y con la entrada en el periodo de pre-adulto. El perfil tan
variable que se observa podria tener una explicacion razonable si consideramos que
se trata de una proteina cuticular que previsiblemente sera necesitada durante los
procesos de muda. Al analizarse diariamente insectos en los que la sincronizacion de
las mudas no es absoluta, se explica que haya una variabilidad relativamente alta, que
reflejaria simplemente los momentos concretos del ciclo en que fueron analizados
(antes o después de la ecdisis). Esta interpretacion resulta razonable si consideramos
que una vez ocurre la entrada en fase de pre-adulto, la expresion parece descender y

estabilizarse (dia 5), aunque de nuevo vuelve a subir y a resultar variable en dias
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posteriores, cuando en el interior de la hembra se estarian desarrollando individuos de
la siguiente generacion. Aclarar este aspecto exigiria disponer de una poblacion
sincronizada, y saturar de puntos temporales el analisis para identificar las fuentes de
la variacion observada, lo que excede los objetivos del presente trabajo.

En resumen, las expresiones de estos dos genes muestran grandes diferencias
que llevan a pensar en que las funciones que pueden desempefiar estas proteinas en

el insecto serian claramente diferentes (figura 51)

Comparacion entre los ciclos de expresion de
MpRPS2 y MpRR1Cp2
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Figura 51. Patrones de expresion de los genes de pulgén MpRPS2 y MpRR1Cp2 a lo largo
de los diferentes estadios del ciclo vital. Esta grafica representa las variaciones de la
expresion de dos genes MpRPS2 y MpRR1Cp2 a lo largo del ciclo medido por RT- qPCR y
normalizados gracias a la medicién conjunta del gen constitutivo MpRPL7 (se sefiala como

linea continua negra en el valor 1).
Técnicas de interferencia o de silenciamiento de genes podran ayudar a

completar el conocimiento y la caracterizacién de estos dos genes, ademas de permitir

analizar su posible funcién en el proceso de la transmisién.
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5. DESARROLLO DE METODOLOGIAS DE
SILENCIAMIENTO DE GENES DE PULGON A TRAVES
DE DISTINTAS TECNICAS BASADAS EN LA
ALIMENTACION.

Una de las principales estrategias utilizadas en la investigacion cientifica para el
estudio de los distintos mecanismos celulares, se basa en el analisis de fenotipos de
“pérdida de funcion”. Se asume que la eliminaciéon especifica de la funcién de una
proteina en la célula sera crucial para la evaluacidon de su papel en el organismo. Esta
estrategia ha sido extensamente utilizada desde hace tiempo, y la anulacion de la
funcién se puede lograr de varias maneras.

En general hay dos tipos de ensayos: los transitorios , donde la expresion del
gen se interfiere sélo temporalmente) y los estables (donde las células o el organismo
son permanentemente interferidos). En este proyecto, para averiguar la funcién de los
candidatos a receptor en pulgones, se ha optado como primera aproximacién por una
interferencia transitoria. Si los resultados tuvieran un efecto profundo sobre el proceso
de transmision de virus, la interferencia estable podria ser considerada en un futuro
para confirmar la validez de las observaciones, o incluso como estrategia de control de
dispersiéon de virus mediante organismos vectores modificados. Este tipo de
estrategias se estd ensayando en algunos patosistemas concretos, como por ejemplo
en mosquitos transmisores de enfermedades humanas como el dengue (Hoffmann et
al., 2011), aunque su posible uso frente a infecciones virales de interés agricola esta
aun pendiente de ser evaluado.

En nuestro trabajo nos hemos centrado en sistemas de interferencia de
caracter transitorio, y en concreto basados en alimentacién. Otras aproximaciones,
como las que utilizan por ejemplo microinyeccién (Tamborindeguy et al., 2008), se
descartaron después de realizar algunas pruebas preliminares, principalmente por las
dificultades de evaluacion de los efectos en bioensayos de transmisién y en la posible
transferencia de la tecnologia a condiciones de campo.

Se ensayaron por tanto dos estrategias de alimentacion: la dieta artificial, o el
uso de plantas infectadas con vectores VIGS. La dieta artificial esta basada en utilizar
moléculas grandes de dsRNA que seran procesadas a siRNA dentro de la célula.
Estudios recientemente publicados reflejan que este método en efecto puede llegar a
lograr interferir genes de pulgon (Mao and Zeng, 2012) cruciales para su desarrollo

llegando a ser letal el efecto en el insecto.
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En este trabajo, usando este método no se ha logrado obtener una
interferencia significativa respecto a los dos controles utilizados para el gen ribosomal
MpRPS2, y unicamente hay diferencias entre los pulgones alimentado por dieta
suplementada con dsRNA de MpRPS2 y el control con RNA inespecifico en el primer
dia de analisis (tras 3 dias de ingestion), pero esta diferencia no se ha mantenido con
un nivel similar a lo largo del ensayo. En el caso de MpRR1Cp2 no se apreciaron
diferencias significativas respecto al control negativo que indicaran interferencia en
ninguno de los puntos temporales analizados. Una primera consideracion que
conviene tener en cuenta es que la dosis de dsRNAs que se puede incorporar a la
dieta esta limitada por razones técnicas (derivadas de la necesidad de produccién in
vitro), y en efecto se puede interpretar que un gen con niveles altos de expresion como
MpRR1Cp2 podria precisar cantidades mayores para ser interferido eficazmente. En el
laboratorio se realizaron ensayos preliminares en esta direccién con otra especie de
pulgdn, pero tampoco se lograron resultados concluyentes que indicaran una
correlacion positiva entre dosis de dsRNAs y niveles de interferencia (Lluisa Vilaplana,
comunicacion personal). Estos resultados analizados en su conjunto sugieren que este
método podria ser util para averiguar funciones de ciertas proteinas, como se ha
demostrado en el estudio mencionado anteriormente, pero podria no ser generalizable,
no siendo adecuado para otro tipo de genes. En resumen, es razonable pensar que
seria necesaria una mejora empirica respecto a cada gen, implicando variaciones en
las cantidades de dsRNAs, optimizacién de los tiempo de ingestién o incluso de otras
condiciones que no hemos considerado, como por ejemplo la temperatura durante la
cria de los insectos o los ciclos diurnos-nocturnos. Ademas, considerando que este
método no seria facilmente aplicable como estrategia de control en campo, preferimos
centrar nuestros esfuerzos en el uso de vectores virales VIGS, que nos permitiria
evaluar la interferencia después de alimentacién de los vectores sobre plantas.

Para ello, como se ha explicado anteriormente, el vector TRV (basado en el
genoma de Tobacco rattle virus), se ha utilizado para introducir secuencias derivadas
de los genes seleccionados en las plantas huéspedes, con lo que éstas acumularan
siRNAs especificos, y la alimentacién de los pulgones sobre ellas previsiblemente
tendra como consecuencia la interferencia (RNAI) sobre la expresién de los genes.

Previamente al ensayo de interferencia, se realizaron ensayos de supervivencia
de colonias en las plantas experimentales generalmente utilizadas en el laboratorio (N.
benthamiana y N. tabacum). Tal y como se esperaba, la supervivencia fue mayor en N.
tabacum debido a que los insectos se crian en esta planta. En cambio en la otra
especie las colonias no se establecian, y los parametros de crecimiento se ven

afectados. Es interesante resaltar que este efecto negativo se veia moderado en el
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caso de que las plantas estuvieran infectadas por TRV, lo que sugiere que la infeccion
viral modificaria de algin modo la fisiologia de la planta haciéndola mas adecuada
como huésped de pulgones. Como una posible explicacion a este fendmeno, efectores
o productos secundarios producidos por N. benthamiana pueden ser utilizados como
mecanismos de defensa de la planta frente al pulgén impidiendo un establecimiento de
colonia en esta planta, y una infeccién viral podria alterar estos procesos. Existen
trabajos recientes en la literatura que podrian ayudar a explicar este efecto
(Eigenbrode et al., 2002; Ingwell et al., 2012; Bosque-Perez and Eigenbrode, 2011);
también se plantea la hipétesis de que la presencia de los virus pueda modificar el
comportamiento de los vectores (Ingwell ef al., 2012) aunque de nuevo el analisis en
detalle de todos estos aspectos excede los objetivos de la presente tesis.

Debido a que numerosos estudios realizados mediante TRV como vector de
VIGS (Lu et al., 2003) se llevaron a cabo utilizando N. benthamiana, se decidi6 hacer
los ensayos en las dos plantas, aunque en ocasiones la baja tasa de supervivencia de
los pulgones en N. benthamiana no nos permiti6 completar todos los ensayos
planificados.

Igual que con la dieta artificial, estudios recientes han confirmado la validez de
esta técnica en diversos en pulgones (Pitino et al., 2011) o en otros invertebrados
como por ejemplo M. sexta (Kumar et al., 2012), obteniendo mayores niveles de
interferencia a medida que el tratamiento se prolongaba. Este fue uno de los motivos
por el cual se decidi6 dejar a los pulgones establecerse como colonia en estas plantas,
pudiendo analizar progenie de insectos de hasta 30 dias alimentados en plantas
agroinfectadas con variantes del vector viral TRV. En nuestros experimentos, los
mayores valores de interferencia se lograron en tiempos mas cortos, a 7 dias de
alimentacién en N. tabacum y 13 dias en N. benthamiana.

Tal y como se observa en el apartado de resultados, respecto a los ensayos
realizados en N. benthamiana, se obtuvo una interferencia de aproximadamente un
12% para MpRPS2 y de un 50% para MpRR1CP2 (ambas comparadas sélo con el
control de pulgones alimentandose en planta agroinoculada con vector vacio) después
de 13 dias sobre las plantas transformadas. Esto indica que, como se ha mencionado
hasta ahora, no todos los genes responden del mismo modo a las técnicas de
interferencia. En este caso, hay que destacar que el 12% de interferencia logrado para
MpRPS2 podria ser un silenciamiento mas efectivo en términos funcionales debido a
la baja expresiéon pero constante de este gen. La falta de una modificacién evidente de
parametros como supervivencia o numero de descendientes podria sugerir que este
gen no es esencial, o que su reduccion parcial puede ser compensada de alguna

forma. Por otro lado cabria esperar que la interferencia lograda en el caso de
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MpRR1Cp2 resultara en efectos fenotipicos debido a su posible funcion como parte de
la cuticula, y a pesar de esto, tampoco los efectos fueron observados. De todas formas
no se puede descartar en ninguno de los casos que la hipotética funcién en el proceso
de transmisién sea totalmente independiente de otras funciones que podrian producir
un fenotipo posible. Por este motivo se decidié continuar con el ensayo.

Cuando N. tabacum se utilizé para interferir los candidatos estudiados,
mientras que MpRPS2 no mostré una reducciéon de expresion, se obtuvieron niveles
de silenciamiento significativos de MpRR1Cp2 al séptimo dia de alimentacion, del
orden del 75% respecto a los dos controles (N. tabacum y N. tabacum agroinoculada
con el vector TRV vacio). Tampoco se observaron efectos fenotipicos, por lo que para
valorar si la reduccion tenia algun efecto en transmision, se realizaron los bioensayos

de transmision como se describe en el apartado siguiente.

6. ENSAYOS DE TRANSMISION CON PULGONES
ALIMENTADOS SOBRE PLANTAS AGROINOCULADAS
CON VECTORES VIRALES DISENADOS PARA
INTERFERIR LA EXPRESION DE GENES ESPECIFICOS.

Para valorar la implicacion de los candidatos a receptor en transmision, se
llevaron a cabo bioensayos. Se midieron asi las tasas de transmisién experimental de
TEV (aislado 1179) utilizando pulgones vectores alimentados durante 7 dias en
plantas de N. tabacum, 6 13 dias en plantas de N. benthamiana, agroinoculadas una
semana antes de iniciar el periodo de alimentacién con las construcciones descritas. A
pesar de que nuestros datos indican que si es posible reducir significativamente los
niveles de expresién de genes concretos en determinados momentos, los bioensayos
de transmision de TEV realizados comparativamente con pulgones interferidos no
mostraron reducciones significativas en la tasa de transmisién respecto a los controles.
Una primera interpretaciéon de este hecho es que ignoramos si MpRPS2 o MpRR1Cp2
participan realmente como receptores en la transmision de TEV, y por tanto su
reduccion podria ser irrelevante para el proceso. También se puede considerar que las
reducciones parciales de expresion no logran eliminar por completo la funcién de las
proteinas, y que una cantidad reducida sea plenamente funcional y no se traduzca en
reduccion de transmisién Tampoco es descartable que la variabilidad observada en la

tasa de transmision entre repeticiones de un mismo tratamiento sea mayor que las
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posibles diferencias entre tratamientos dentro del mismo experimento. Esta
variabilidad es légica al tratarse de bioensayos complejos donde intervienen multiples
factores dificilmente predecibles, como por ejemplo el comportamiento de los vectores.
Por ello los experimentos se disefiaron para minimizar efectos accidentales que
puedan enmascarar un posible efecto debido a la interferencia de un hipotético
receptor.

A la vista de estos resultados, hay que considerar que es necesario adecuar las
técnicas de interferencia al tipo de gen que se quiere interferir . Al disponer de perfiles
de expresién tan diferentes, la funcion de los candidatos identificados podria variar en
cuanto a implicacién en el proceso de transmisién viral, y no es posible por el
momento concluir si alguno de los productos analizados interviene o no. A partir de los
resultados de transmisién se podria validar o descartar la hipotesis de participacion en
el proceso de determinados productos del pulgdn. Para ello seria adecuado utilizar la
metodologia de silenciamiento basada en alimentacién sobre plantas con capacidad
de alterar la expresion de genes concretos del pulgdn (dieta vegetal). Ademas, esta
ultima técnica se podria proponer como estrategia de control, mediante plantas
transformadas que ejercieran de elemento silenciador de genes de pulgbn con
capacidad real de interferir en la dispersiéon del virus. Nuestro sistema abre la puerta a
futuros desarrollos practicos en esta linea, para lo que seria necesario primero
identificar de forma clara los elementos del insecto esenciales para la transmisioén, y en

segundo lugar optimizar el sistema de silenciamiento inducido.
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