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RESUMEN

Los virus fitopatogenos producen alteraciones en el metabolismo y la fisiologia
de sus huéspedes provocadas principalmente por alteraciones en la expresion génica
durante las infecciones. Numerosos cambios estan asociados a respuestas de estrés y
defensa y sus efectos secundarios son probablemente causantes de los sintomas. El uso
de plantas transgénicas que expresan proteinas virales constituye un sistema util para
estudiar la complejidad de la interaccion planta-virus. Con el fin de determinar patrones
de expresion génica alterados, se emplearon lineas que expresan proteinas del TMV sin
funcién supresora del silenciamiento: la proteina de capside mutada (CP™Y), la
proteina de movimiento (MP) y una linea co-expresante (MPxCP™*"Y) que mostro
alteraciones morfoldgicas (semejantes a sintomas) y de acumulacion de miARNs. Se
realizd un microarreglo para detectar cambios transcripcionales asociados a la co-
expresion de CP™" y MP, utilizando como control una linea isogénica con ambos
transgenes silenciados y fenotipo normal (mpxcp'*"“*). Se estudiaron procesos
biologicos cuyos genes mostraron alteraciones por la co-expresion de CP™Y y MP,
focalizando en vias relacionadas a estrés oxidativo, inmunidad innata y vias degradacion
de ARN. Se demostré que CP™Y y MP modularon la defensa innata de un modo
complejo: MP pareceria actuar como inductor de defensa, alterando los niveles de ERO
y SA mientras que CP jugaria un rol antagénico, inhibiendo la expresion de PR-1 y
RDRI. Por otro lado, estudios funcionales en vias de degradacion de ARN, demostraron
que genes componentes del ARN exosoma, inducidos por la expresion de MP y CP™**Y,
estarian implicados en la alteraciéon de miARNs y constituirian mecanismos alternativos
subyacentes a la generacion de sintomas en infecciones virales. Este trabajo constituye
un importante aporte al entendimiento de los mecanismos de defensa antiviral y de
produccion de sintomas, proporcionando herramientas para disefiar nuevas estrategias
biotecnoldgicas de control de virosis en cultivos de interés agronémico.
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ABSTRACT

Phytopathogenic viruses produce alterations in the metabolism and physiology
of their hosts, caused largely by changes in gene expression during infection. Most
changes are associated to stress and defense responses and side effects probably end up
causing disease symptoms. The use of transgenic plants expressing TMV proteins is a
useful system for studying the complex plant-virus interaction. In this study we used
transgenic tobaccos with the aim of studying alterations in gene expression and defense
mechanisms. Lines that express viral proteins without silencing suppressor function
were used: a mutated capsid protein (CP™W), a movement protein (MP) and a co-
expressing line (MPxCP™*W); the latter showed morphological alterations (similar to
some viral symptoms) and changes in the accumulation of miRNAs. We performed
microarray analysis in MPXCP™" in order to study the differential gene expression
patterns resulting from the co-expression of CP™*" and MP. As a control we used an
isogenic line with silenced transgenes and a normal phenotype (mpxcpmzw*). The
biological processes linked to those genes whose expression was altered by CP™*" and
MP were selected. This study demostrated that MP and CP™*V produced stress
phenotypes and modulated innate immune defense responses in a complex manner: MP
seemed to act as a defense elicitor by impairing ROS production and inducing SA while
CP could play an antagonic role by inhibiting PR-1 and RDR1 expression levels.
Furthermore, functional studies of RNA decay pathways showed that RNA exosome
genes, induced by the expression of MP and CP™Y in tobacco, were implicated in
altering miRNAs and could constitute alternative mechanisms underlying the generation
of viral disease symptoms. This work contributes to the understanding of antiviral
defense mechanisms and symptoms production, providing potential tools for the design
of new biotechnological strategies of viral control in agronomically important crops.



CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL



Las enfermedades asociadas a fitopatdogenos producen una gran diversidad de
sintomas y generan cuantiosas pérdidas en la produccion de cultivos de importancia
agropecuaria. Las reducciones en el rendimiento estdn asociadas a respuestas a estreses
bidticos en sentido amplio. Por este motivo, entender la relacion hospedante-patdgeno y
consecuentemente la produccion de sintomas es de vital importancia para proponer
estrategias antivirales efectivas o perfeccionar las que se estan empleando en la
actualidad. La busqueda de resistencia genética es considerada de alta prioridad. Este tipo
de resistencia es de especial importancia en el caso de las virosis debido a que la
utilizacion de otro tipo de estrategias para su control es complicada, costosa y de impacto
negativo en el medio ambiente. Frente a un crecimiento estructural de la demanda
internacional de alimentos, las aplicaciones biotecnologicas han sido y siguen siendo
claves para la ampliacion de la produccion agropecuaria sustentable.

Los virus fitopatogenos inducen diversas alteraciones metabdlicas y fisiologicas
que provocan probablemente los fenotipos sintomaticos de la enfermedad. Las
interacciones planta-virus susceptibles resultan en la interferencia y/o competencia por
los recursos del huésped. La expresion génica del huésped se altera durante el transcurso
de una infeccion viral, produciendo reprogramaciones e interrupciones, que en su
conjunto se denominaron “shut off” (Aranda y Maule, 1998; Havelda et al., 2008) durante
el cual una gran diversidad de genes implicados en numerosos procesos celulares, como
sefalizacion por fitohormonas, control del ciclo celular, transporte enddgeno de
macromoléculas, genes de pared celular y plastidos entre otros, son reprimidos (Whitham
et al., 2006; Pallas y Garcia, 2011; Shimizu et al., 2007; Bazzini et al., 2011). Gran parte
de los cambios en la expresion génica caracteristicos estdn asociados a estrés celular y
defectos en el desarrollo (Whitham et al., 2006), consecuentemente se los puede
relacionar con las causas de la produccion de los sintomas en las enfermedades.

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos de defensa frente al ataque de
patdgenos que forman un complejo y eficiente sistema inmune al funcionar de forma
coordinada. Estos incluyen diferentes estrategias de defensa, entre ellas el sistema
denominado basal o de inmunidad innata (por su homologia con el sistema animal), que
reconoce la presencia de un invasor y activa respuestas de defensa local y sistémica. A su
vez, las plantas poseen estrategias de defensa mediadas por silenciamiento de ARNs Este
fenomeno se establece a partir del reconocimiento de un ARN de origen viral y la
subsiguiente generacion de SARNs (ARNs pequefios) que reducen la expresion de los
ARNSs virales. La activacion y posterior accion de estas barreras de defensa traen
consecuencias en el metabolismo que a su vez podrian ser las causas de la sintomatologia
generada por la infeccion. Los sistemas de defensa naturales de las plantas, aunque
actualmente muy estudiados, todavia no son comprendidos en su totalidad y por este
motivo, el estudio de la interaccion planta-virus desarrollado en el presente trabajo no
solo posee un amplio campo de aplicacion en la produccidon agropecuaria sino también
abre nuevos interrogantes en las ciencias agronomicas.

A continuacidn, se presenta una amplia revision bibliografica a los efectos de
arrojar luz sobre los temas contenidos en esta tesis.

1.1. Enfermedades virales en plantas

En nuestro pais, las enfermedades virales afectan a varios cultivos de importancia
agronomica. Dos ejemplos de cultivos muy representativos que se ven afectados por
virosis son la papa y el maiz.

Los principales virus que atacan a los cultivares de papa y provocan cuantiosas
pérdidas son: el virus Y (PVY, de Potato virus Y), el virus X (PVX, de Potato virus X) y
el virus del enrollamiento de la hoja de papa (PLRV, de Potato leaf rolled virus). Estos



virus pueden ser diseminados de muchas maneras, por tubérculos-semillas infectados,
mediante el contacto con plantas infectadas o herramientas contaminadas o por vectores
como insectos, nematodos y hongos. La forma de propagacion agamica del tubérculo es
la mas utilizada por los productores y como consecuencia de este procedimiento se
produce la acumulacion de numerosos patogenos (especialmente virus). Una estrategia
que permite controlar la incidencia de virosis es usar semilla de papa certificada que tiene
un bajo contenido del virus. Esta estrategia es efectiva pero eleva sustancialmente los
costos de la produccion.

El virus del Mal de Rio Cuarto (MRCV) es la enfermedad més importante del
cultivo de maiz en Argentina y afecta también, pero en menor medida a cultivos de
invierno como el trigo. Este virus ha ocasionado importantes pérdidas en el cultivo de
maiz desde su aparicion, en el Departamento de Rio Cuarto, sur de Cérdoba, en la década
del sesenta (Nome et al, 1981). En la campaifia 1996/97 afectd6 300 mil ha, provocando
pérdidas de aproximadamente 120 millones de dolares (Lenardon et a/ 1998). Luego, en
la campafia 2006/2007 los ataques de este virus produjeron pérdidas que ascendieron a 70
millones de doélares (Lenardon et al 2007). Ademas de las pérdidas directas, la
enfermedad tiene consecuencias indirectas derivadas de su control. Si bien existen
hibridos de maiz con mayor tolerancia al virus, estos pueden infectarse igualmente.

Se han descripto innumerables enfermedades virales, cuyos agentes causantes se
clasificaron de acuerdo a diferentes criterios. Desde 1990 (Milne, 1990) la clasificacion
de los distintos grupos virales se basa en: 1) la naturaleza del 4cido nucleico que compone
el genoma del virus (ADN o ARN), 2) el tipo de genoma (cadena simple o doble;
polaridad positiva o negativa), 3) el nimero de moléculas que conforman el genoma
(fragmentado 6 no fragmentado), 4) la morfologia de las particulas virales (envueltas,
esféricas, geminadas, baciloformes, en forma de bastén, filamentosas, etc), 5) el
mecanismo de transmision (mecénica, por semillas, por polen o mediada por un
organismo vector), y 6) el efecto citopatico que produce (inclusiones, asociacion con
cloroplastos, nucleos, floema, etc), entre otras caracteristicas.

NI TMV

Figura 1.1. Sintomas de la enfermedad del mosaico del tabaco en Nicotiana tabacum. NI
corresponde a plantas de tabaco no inoculadas y TMV son plantas infectadas que
desarrollan los sintomas de la infeccion.

En el presente trabajo se utilizaron virus pertenecientes al género Tobamovirus de
la familia Virgaviridae, cuyo orden es no asignado (ICTV International Comitee on Virus



Taxonomy, 2011. http://ictvonline.org). Los miembros de este género son capaces de
infectar a la mayoria de las Solanaceas (tomate, papa, tabaco, etc.), y algunos a la planta
modelo Arabidopsis thaliana (crucifera) (van Regenmortel et al, 2000). E1 miembro tipo
de este género es el Virus del mosaico del tabaco (TMV). La infeccion en plantas de
tabaco produce un mosaico caracteristico en las hojas (Fig 1.1).

Los Tobamovirus son virus a ARN de cadena simple (ssRNA, single strand)
positiva y no fragmentados. Es decir que su genoma est4d conformado por una unica hebra
de ARN. El genoma del TMV posee 6395 nucledtidos y codifica para un total de 4
proteinas: dos de ellas (126 kDa y 183 kDa) forman la replicasa viral, y las otras dos son
la proteina de movimiento (MP) (30 kDa) y de capside (CP) (17,5 kDa). Las proteinas de
126 y 183 kDa son traducidas a partir del ARN genomico. Se conocen dos ARNs sub-
genomicos a partir de los cuales se traducen por un lado la MP y por otro la CP (van
Regenmortel et al, 2000). Los viriones constituyen particulas rigidas, alargadas, de 300
nm x 12 nm de diametro (Fig 1.2).
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Figura 1.2. Viriones de TMV. A) Esquema tridimensional del virion de TMV. B) Viriones
de TMV observados al microscopio electronico. C) Genoma viral de TMV. Extraido de
http://viralzone.expasy.org/.

Los Tobamovirus se transmiten facilmente por inoculacion mecéanica. No se
conocen insectos vectores y solo eventualmente se pueden llegar a transmitir por semilla
(mediante la contaminacion de la cubierta seminal). El ciclo viral comienza con la
entrada del virus a la célula vegetal y el posterior desensamblado del virion en el
citoplasma. A partir del ARN gendmico se traducen las proteinas que componen la
replicasa viral que se encarga de sintetizar la hebra complementaria. Su posterior
traduccion produce en primer lugar a la MP y luego a la CP (Fig. 1.3). Finalmente, el
virus puede trasladarse desde la célula de ingreso a la célula contigua y asi sucesivamente
hasta alcanzar el sistema vascular y generar una infeccion sistémica. Este proceso puede
demorar entre 5 a 10 dias; en paralelo se acumula como virién (cadena positiva de ssARN
envuelta en CP) en cada unas de las células infectadas.



virian
L] d blad
- _ T desensamblado
oNSam 125*{
() el . T 183K
+ ““x /183
(+) —— . ace /
S ’

\ tardia . MP (+)————
|:+} intesis de |
{[+]J /temprana 'ﬁ:r;:;ga:v:
sintesis de la tran&nnp fon ()

hebra positiva + [ } ""ﬂd’;ﬂ

Figura 1.3. Esquema del ciclo viral del TMV en el citoplasma de una célula vegetal
comenzando con el desensamblado viral y finalizando con la conformacion del virion. El
esquema estd basado en el previamente descripto en el libro (Fernandez Valiela, 1995).
K= kDa.

1.2. Mecanismos de defensa en plantas

Las plantas estdn continuamente expuestas a un amplio espectro de patéogenos,
incluyendo virus, bacterias, hongos, oomycetes, nematodos. Cada uno de estos
organismos establece una relacion con la planta huésped que puede variar de acuerdo a la
estrategia utilizada por cada patégeno y se clasifica generalmente en biotréfica,
hemibiotréfica o necrotrédfica (Glazebrook, 2005; Spoel et al., 2007). Como respuesta, las
plantas han desarrollado barreras estructurales y metabolitos antimicrobianos que
impiden la enfermedad. Estas barreras no siempre son suficientes, por lo tanto las plantas
activan otros mecanismos para limitar el ingreso de los patogenos, como el complejo
sistema de inmunidad innata y el silenciamiento de ARNs en el caso de patogenos virales.

1.2.1. Inmunidad basal e innata

Las respuestas inmunes primarias permiten reconocer estructuras tipicas de los
patégenos como la flagelina, quitina, lipoproteinas y lipopolisacaridos (Gohre y
Robatzek, 2008), cominmente denominados patrones moleculares asociados a patogenos
(PAMPs) (Jones y Dangl, 2006; Hou et al., 2009; Zhang y Zhou, 2010). Los PAMPs
activan proteinas receptoras denominadas PRRs (receptores de reconocimiento de patrén)
quienes a su vez inducen diversos eventos de sefializacion que resultan en la activacion
de resistencia basal (PTI, inmunidad inducida por PAMPs) (Nomura ef al., 2005; Boller y
He, 2009; Zipfel, 2009). En algunos casos los patégenos producen moléculas efectoras o
elicitores especificos que son transportados al interior de las células del huésped y
suprimen la PTI, promoviendo la virulencia o susceptibilidad inducida por efectores
(ETS) (Fig. 1.4). Las plantas a su vez, como estrategia de contra-defensa expresan
proteinas de resistencia (PRs) en respuesta al reconocimiento de los efectores (Edreva,
2005). Esta segunda barrera de inmunidad innata se denomina ETI (inmunidad inducida
por efectores) (Chisholm et al., 2006) (Fig 1.4).
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Figura 1.4. Esquema en zig-zag, representativo de la amplitud de defensa, donde la
resistencia/susceptibilidad es proporcional a [PTI — ETS + ETI]. En la primera etapa, la
planta detecta la presencia de PAMPs y activa PTL. A su vez, en la segunda etapa, el
patogeno genera efectores que interfieren con PTI, dando lugar a ETS. Seguidamente, los
efectores son reconocidos por proteinas de tipo NB-LRR activando ETI, una version
amplificada de PTI que generalmente supera el umbral de respuesta hipersensible (HR).
Aquellos patogenos que adquirieron nuevos efectores son capaces de suprimir ETI
nuevamente y las plantas que contengan nuevas proteinas NB-LRR capaces de
reconocerlos serdn seleccionadas, provocando nuevamente ETI. Adaptado de Jones y
Dangl (2006).

Dado que las proteinas que reconocen PAMPs y efectores muchas veces son
comunes, al igual que los mecanismos de defensa desencadenados en respuesta al
reconocimiento, se ha propuesto que la defensa de las plantas estd determinada por
receptores inmunes que reconocen ligandos del patdogeno, determinando cierta amplitud
de respuesta que indicara el nivel de inmunidad efectiva (Thomma et al., 2011). Entre los
mecanismos de inmunidad integrada involucrados en la defensa basal e innata (PTI y ETI
respectivamente) se activan diversas respuestas de defensa que incluyen fortificacion de
la pared celular a través de la sintesis de celulosa y lignina, produccién de metabolitos
secundarios antimicrobianos como las fitoalexinas, produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) como moléculas sehalizadoras e incremento de proteinas asociadas a
patogénesis de diversa naturaleza (pathogenesis related, PRs), a saber: quitinasas,
glucanasas, proteinasas, inhibidores de proteinasas, proteinas de tipo taumatina,
ribonucleasas, peroxidasas, etc. (Nurnberger et al., 2004; Edreva, 2005).

Inmunidad basal e innata en las infecciones virales

El silenciamiento de ARNSs virales es una barrera primaria o basal de defensa de la
planta huésped contra los efectores virales (ARN de doble cadena, dsARN o estructuras
secundarias formadas por los virus) que evita la dispersion sistémica del virus (ver
seccion 1.2.2). Este dSARN o algun otro determinante de virulencia aun no caracterizado
o VAMP (Viral Associated Molecular Pattern) desencadenaria respuestas de defensa
basal como ya fue propuesto por (Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009; Bazzini ef al., 2011). Los
virus a su vez producen nuevos determinantes de virulencia que podrian ser considerados
efectores cuya funcidon es suprimir la defensa basal (el silenciamiento). A estos se les
denomina VSRs (supresores virales del silenciamiento de ARN) (revisado en 1.2.2) y no




sorprendentemente, las plantas despliegan a su vez un segundo sistema de defensa que
reconoce y restringe el movimiento viral: las proteinas de resistencia R (Maule et al.,
2007; Palukaitis et al., 2008), homologando esta etapa de respuesta la contradefensa a un
sistema ETIL. Es decir que el mismo esquema de zig-zag, efectivo contra infecciones
bacterianas y flngicas, podria ser aplicado a la defensa frente a infecciones virales
(Chisholm et al., 2006).

Especies reactivas de oxigeno (ERQ), fitohormonas 4cido salicilico (SA) y jasmoénico
(JA) en la defensa contra patdgenos

El reconocimiento de un patdégeno es seguido de un incremento local de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), se produce entonces un estallido
oxidativo que culmina en algunos casos en la muerte celular programada (HR, respuesta
hipersensible) en la zona de la invasion, a fin de mantener al patégeno invasor aislado del
tejido circundante. Este tipo de reaccion que involucra muerte celular es caracteristico de
muchas interacciones donde la infeccion no llega a desarrollarse (interacciones
incompatibles) (Van Breusegem y Dat, 2006; Zurbriggen ef al., 2010). Una vez activadas
las respuestas de defensa locales se desencadenan respuestas sistémicas, entre las cuales
las mas comun es la denominada SAR (resistencia sistémica adquirida), que se
caracteriza por ser duradera y de amplio espectro (Grant y Lamb, 2006). SAR consiste en
la activacion coordinada de numerosos genes PR y se la asocia con el incremento de los
niveles de 4cido salicilico (SA) (Thimm et al., 2004; Jones y Dangl, 2006). Existen otros
tipos de inducciones de defensa sistémica, por ejemplo el caso de ISR (resistencia
sistémica adquirida, que suele ser desencadenada por la colonizacion de raices con
microorganismos benéficos y depende, como SAR, de sefiales de larga distancia que
viajan a través del sistema vascular hacia tejidos sistémicos. Contrariamente, ISR suele
estar regulada por vias dependientes de JA y etileno (ET) y no se encuentra asociada a la
activacion de genes PR (Pieterse et al., 2009). Este trabajo profundiza el estudio de la
defensa sistémica de tipo SAR. Durante su activacion, la proteina NPR1 (NON
EXPRESSOR OF PR GENES 1) es un regulador maestro de SAR, es considerado un
receptor que interacttia directamente con SA y un transductor de sefial que activa la
expresion de proteinas PR (Dong, 2004; Mukhtar et al., 2009; Maier et al., 2011; Wu et
al., 2012). La induccion de PR-1 es absolutamente dependiente de NPR1 y &cido
salicilico. Por el contrario, la induccion de PR-2 (B-1,3 glucanasas), PR-5 (proteinas de
tipo taumatina) y otros genes de defensa no requieren NPR1, sugiriendo que las vias de
sefializacién que regulan la expresion de genes de defensa se diversifican luego de la
induccion de SA (Nawrath y Metraux, 1999; Reuber er al., 1998). SAR es ademas
efectiva contra un amplio rango de patdogenos y depende de una regulacion fina entre un
conjunto de fitohormonas, como 4cido jasmonico (JA), etileno (ET) y acido abscisico
(ABA), siendo la interaccion entre éstas fundamental para definir la especificidad de la
respuesta de defensa (Pieterse ef al., 2009).

El tipo de respuesta (local 6 sistémica) y la dependencia de una u otra hormona
estan determinados principalmente por el tipo de patdogeno invasor. Por lo tanto, los
patogenos Dbiotroficos y necrotroficos generalmente desencadenan respuestas de
resistencia reguladas por diferentes hormonas. El 4cido salicilico promueve la resistencia
contra patogenos biotroficos, mientras que las vias del etileno y del jasmonico son
importantes para la resistencia contra patdogenos necrotroficos (Spoel et al., 2007). Estas
dos vias (SA y JA) son generalmente antagonicas, es decir que la activacion de una de
ellas generalmente suprime la activacion de la otra (Thaler ef al., 2012). El antagonismo
entre esos dos compuestos se evidencio a través de los estudios de expresion de sus genes
marcadores en mutantes deficientes en SA y JA de Arabidopsis thaliana. En las
mutaciones que inhibian la sefializacion por JA se observaba la induccion del gen PR1




(marcador de SA) y en aquellas que afectaban la via del SA aumentaba la expresion basal
de PDF1.2 (marcador de JA) (Koornneef et al., 2008; Leon-Reyes et al., 2010). Sin
embargo, luego de la aplicacion de SA exogeno en bajas concentraciones, el gen PDF1.2,
dependiente de JA aumentaba su expresion y a altas concentraciones de SA exogenos,
éste reducia su expresion. Estos datos permitieron proponer que la interaccion entre JA y
SA es dependiente de dosis (Mur et al., 2006). Por otra parte, plantas tratadas con SA o
infectadas con un organismo hemibiotrofico, Pseudomonas syringae, inductor de
respuesta mediada por SA, provoca mayor susceptibilidad a infecciones con patdogenos
necrotroficos, como Alternaria brassicicola debido a la supresion de la via de
sefializacion por JA (Spoel et al., 2007) (Fig. 1.5). La interaccion antagénica entre SA y
JA depende parcialmente de NPR1, un regulador maestro de la sefializacion mediada por
SA, aunque también responde a eventos de oxidacion (Spoel et al., 2007).
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Figura 1.5. Papel de las hormonas en la respuesta de defensa contra patogenos. A)
Esquema donde se muestra un modelo simplificado de la accion de diferentes
fitohormonas en la regulacion positiva o negativa de la resistencia a patogenos biotroficos
y necrotroficos. Las flechas indican la activacion o interaccion positiva y las lineas
truncadas indican represion o interacciéon negativa (Bari y Jones, 2009). B) Modelo
propuesto para la interaccion de las vias de defensa contra patdgenos biotroficos y
necrotroficos. Los primeros inducen sefializacion fuerte por SA en tejidos locales y
adyacentes, disminuyendo en los tejidos sistémicos, mientras que la relacién opuesta se
manifiesta en los necrotréficos. Adaptado de Spoel et al. (2007).

ERO y SA en la defensa contra virus

El desarrollo de respuestas de defensa antivirales esta caracterizado por la
induccién de proteinas de choque térmico (HSP) (Aranda et al., 1996; Jockusch et al.,
2001; Mayer, 2005), cambios en la expresion de numerosos genes involucrados en
mecanismos de detoxificacion de ERO, como catalasas, superoxido dismutasas,
peroxidasas y otros genes relacionados al estado redox (Fodor et al., 1997; Mittler et al.,
1998; Yi et al., 1999; Riedle-Bauer, 2000; Li et al, 2005). Las respuestas de defensa
desencadenadas por accion de ERO estdn mediadas por la produccion de acido salicilico
(SA), la induccion de genes PR y otros genes asociados a defensa (Thimm et al., 2004;
Jones y Dangl, 2006; van Loon et al., 2006). Pese a que la induccidon de genes PR estd
ampliamente asociada con respuestas de defensa, no existen evidencias de un rol directo
de estas proteinas en la defensa antiviral (Cutt et al., 1989; Linthorst et al., 1989;
Palukaitis et al., 2008).




Love et al. (2005) sugirieron que los viriones de CaMV inducen respuestas
similares a las desencadenadas por PAMPs en Arabidopsis. También se ha observado que
la proteina de capside de TMV induce la produccion de ERO en células epidérmicas de
tabacos susceptibles (Allan ez al., 2001). Se ha observado ademdas que en plantas de
tabaco resistentes a TMV, los niveles de SA son muy elevados en comparacion con las
susceptibles y esto presentd estrecho paralelismo con la expresion de genes PR (Malamy
et al., 1990). Por lo tanto, se podria postular que los virus tienen la capacidad de activar
mecanismos de defensa innata en plantas, hipotesis ya planteada por Zvereva y Pooggin
(2012) y demostrada a través del uso de un sistema de expresion transgénico del supresor
viral AC2 en tabaco (Soitamo et al., 2012).

Interacciones planta-virus compatibles

Las interacciones planta-patdogeno donde la defensa de tipo PTI o ETI es efectiva,
por tanto la planta resiste a la infeccion y la enfermedad no se desarrolla, son
denominadas interacciones incompatibles y han sido ampliamente estudiadas. Por el
contrario, poco se conoce acerca de las interacciones compatibles, aquellas donde la
planta es susceptible y la enfermedad si se desarrolla. En tabacos susceptibles, por
ejemplo, se sabe que la aplicacion exdgena de SA inhibe la replicacion de TMV
provocando reducciones en la acumulacion viral y retardos en la aparicion de sintomas
(Naylor et al., 1998; Nie, 2006), esto sugiere que en interacciones compatibles el SA
juega un rol en la activacion de la defensa. También se ha demostrado que la biosintesis
de SA se induce levemente en este tipo de interacciones, sugiriendo que esta hormona
estd involucrada en la respuesta de defensa basal contra virus (Krecic-Stres et al, 2005;
Malamy et al., 1990). Adicionalmente, en interacciones planta-virus compatibles, la
expresion de una gran diversidad de genes de defensa se induce por vias de sefializacion
dependientes de SA (Whitham et al, 2003; Huang et al., 2005) y también se ha
observado que el tratamiento de tabaco con SA restringe el movimiento de TMV en
células epidérmicas (Murphy y Carr, 2002). No obstante, la complejidad de la reaccion de
la planta susceptible frente a infecciones virales compatibles, depende de varios aspectos,
los requerimientos del virus, la defensa de la planta, factores de estrés de la planta,
respuestas celulares y respuestas locales o sistémicas. Todos estos factores actuando en
conjunto convierten este escenario en un complejo sistema, donde el entendimiento de las
respuestas globales plantea un gran desafio.

1.2.2. Silenciamiento génico post-transcripcional como mecanismo antiviral

Una respuesta especifica de defensa contra infecciones virales es el silenciamiento
de ARN, un mecanismo que detecta la presencia de ARNs invasivos, como virus o retro
elementos transponibles y los degrada de modo secuencia-especifico (Mlotshwa et al.,
2008; Xie y Qi, 2008). En plantas el silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) es
un mecanismo inducible y especifico de degradacion de ARN que evolucioné como
sistema de defensa antiviral debido a que restringe la acumulacién o la diseminacion del
virus en las células vegetales (Vance y Vaucheret, 2001; Voinnet, 2001; Baulcombe,
2004; Herr y Baulcombe, 2004). EI PTGS puede ser desencadenado por la formacion de
estructuras de ARN de doble cadena (ARNdc) generadas durante la replicacion viral o
por estructuras propias de su ARN genomico. A su vez PTGS puede ser desencadenado
eficientemente por transgenes nucleares que generan transcriptos con estructura de
ARNdc o que expresan niveles aberrantes de transcriptos (Baulcombe, 2005). Cualquiera
sea su origen, una vez formadas las estructuras de ARNdc, luego de ser reconocidas por
ARNasas de tipo III similares a dicer (DCLs) son procesadas dando lugar a ARNs
pequenios (sARNs, de small RNAs) de 21 a 25 nt de ambas polaridades. Los siARNs
(small interferent RNAs) se asocian luego a un complejo enzimatico endogeno
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denominado RISC (RNA induced silencing complex) cuyo integrante mas importante es la
proteina Argonauta (actividad endoribonucleasa). Este complejo puede reconocer y
actuar en trans dirigiendo la degradacion especifica de los ARNs desencadenantes del
proceso (Tang, 2005; Joshua-Tor, 2006).
Amplificacion de la sefial de silenciamiento génico

Mediante la amplificacion de la sefial de silenciamiento, la planta es capaz de
inmunizar tejidos aun no infectados. Las ARN polimerasas celulares dependientes de
ARN (RDRs) aseguran esta respuesta, absolutamente necesaria para eliminar el virus. Las
RDRs sintetizan ARNdc utilizando como templado ARN simple cadena (ssARN). Luego,
estos nuevos ARNdc son clivados por diferentes DCLs para producir siARNs que
amplifican la sefial y son capaces de moverse sistémicamente. En plantas se expresan seis
variantes de RDRs (RDR1-RDR6) (Wassenegger y Krczal, 2006). RDR1 ha sido
implicada en la defensa contra virus dado que en estudios de resistencia contra TMV
inducida por tratamiento con SA. Xie et al, (2001) describieron que tanto infecciones
con TMV como tratamientos con SA inducen la actividad y la expresion de RDR1 en
tabaco (NtRDR1). La inhibicién de NtRDR1 mediada por antisentido en tabaco genera
plantas transgénicas mas susceptibles a TMV (Xie et al., 2001), suprime el silenciamiento
de ARN en tabaco y genera susceptibilidad a infecciones virales en N. benthamiana
(Ying et al., 2010). Asimismo, la reduccion de los niveles de expresion de RDR6 en
Nicotiana benthamiana induce hipersusceptibilidad a diversos tipos de virus de plantas
(Qu et al., 2005) y estad involucrada en la defensa frente a PVX en N. benthamiana
evitando la dispersion sistémica del virus y su exclusion de meristemas apicales
(Schwach et al., 2005).
Supresion del silenciamiento génico

Ciertamente, si todas las estrategias mencionadas previamente no son capaces de
limitar la infeccion viral, se podria sugerir que los virus manipulan la defensa
estableciendo estrategias de contradefensa y de ese modo sobrepasan las barreras del
huésped. Ha sido ampliamente documentado que los virus son capaces de superar el
silenciamiento antiviral mediante la expresion de supresores del silenciamiento de ARN
(VSRs, de viral supresors of RNA silencing) (Anandalakshmi et al., 1998; Beclin et al.,
1998; Brigneti et al, 1998; Ding y Voinnet, 2007). Los supresores se unen a
componentes de la maquinaria de silenciamiento de la planta e interfieren con su
funcionamiento (Voinnet ef al., 1999; Vance y Vaucheret, 2001; Li y Ding, 2006). Se han
identificado aproximadamente 30 VSRs de distintos virus, tanto de ARN como de ADN
(Li y Ding, 2006; Qu y Morris, 2005; Wu et al., 2010). La accién de los VSRs genera
efectos secundarios sobre los mecanismos de silenciamiento de ARN endogenos. Estas
alteraciones podrian explicar algunas manifestaciones de sintomas de las infecciones
virales como las alteraciones en el crecimiento y desarrollo observadas en érganos y
tejidos de las plantas como hojas, flores y frutos (Siddiqui et al., 2008; Shimura y
Pantaleo, 2011; Bazzini ef al., 2011).
Relacién entre ARNs pequetios enddgenos e infecciones virales

Los eucariotas multicelulares producen moléculas de ARN pequeiios (de
aproximadamente 19 a 28 nt) que silencian o regulan de manera especifica genes,
transposones y virus y son capaces de modificar la cromatina y la estructura del genoma.
En plantas se conocen diferentes tipos de ARNs pequefios, clasificados de acuerdo a su
origen, enzimas involucradas en su biogénesis y modo de accién. Entre ellos se
encuentran los microARNs (miARNs), los ARNs pequenos interferentes (siARNs), los
trans-acting siARNs (tasi-ARNSs), los antisentidos naturales siARNs (nat-siARNs) y
muchos otros ain no caracterizados.
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Los miARNSs se originan a partir de transcriptos endogenos que se pliegan sobre si
mismos dando lugar a estructuras de ARNdc (denominados pre-miARNSs) (Bartel, 2004).
Son procesados para producir una tnica cadena de miARN de pequenio tamafio (21-22
nt). La cadena complementaria, denominada miARN*, es degradada. Al igual que en la
via de los siARNSs, la proteina AGOI1 es responsable del clivaje de los ARNm blanco
mediante la formacion del complejo RISC (Vaucheret et al., 2004). Adicionalmente,
algunos miARNs de plantas son capaces de inhibir la traduccion de los ARNm blanco
uniéndose a los extremos 3" no codificantes de los mismos de manera similar a lo que
ocurre con los miARNs de animales (Huntzinger e Izaurralde, 2011). En plantas, los
ARNs blanco de los miARN codifican para una amplia variedad de factores de
transcripcion involucrados en la identidad y mantenimiento de meristemas, en la division
celular, la sefalizacion hormonal y el desarrollo de la planta (Anderson et al., 2004;
Palatnik ef al., 2003; Rhoades ef al., 2002) o cambian su abundancia en respuesta al frio o
la salinidad (Sunkar y Zhu, 2004; Allen et al., 2004; Mallory y Vaucheret, 2004; Bartel,
2004; Rhoades et al., 2002). Multiples evidencias sugieren que los supresores del
silenciamiento viral (VSRs) no solamente afectan a la via de los siARNs sino también a
la via de los miARNs (Chapman et al., 2004; Anderson et al., 2004; Brodersen et al.,
2008; Bendahmane et al., 2007; Schott et al., 2012). Esto no resulta sorprendente dado
que ambas vias tienen algunos elementos en comun. A su vez, como resultado del efecto
de los supresores sobre la via de los miARNs se producen defectos de desarrollo (Zhang
et al., 2006; Siddiqui et al., 2008).

Ademas de los VSRs, los virus producen gran variedad de respuestas en las
células huéspedes mediadas por la perturbacion de diferentes vias de senalizacion.

1.3. Relacion entre degradacion de ARNSs, silenciamiento antiviral y

generacion de sintomas

El reciclado de ARN es un proceso determinante de la estabilidad para todas las
moléculas de ARN. Las células requieren la eliminacion constante de moléculas
aberrantes y la reposicion de productos residuales resultantes del procesamiento del
ARN. En plantas es un paso muy importante en el control de la expresion génica. Los
virus expresan VSRs como estrategia de contradefensa que detiene el silenciamiento de
ARN antiviral. De modo alternativo, los virus podrian alterar la maquinaria de reciclado
de ARN, ya que cuando ingresan a las células del huésped activan la maquinaria de
transcripcion alterando el balance de ARNSs estables y aberrantes (Christie et al., 2011).
En levaduras se han estudiado ampliamente dos vias de degradacion de ARNs
mensajeros. En la primera, luego de la eliminacién de la caperuza 5° (decapping), el
mensajero es degradado por una exorribonucleasa que hidroliza en direccion 5°- 3’
denominada Xrnlp ((Muhlrad y Parker, 1994). La segunda via de degradacién ocurre en
sentido 3’ - 5’ y estd dirigida por un complejo de exonucleasas denominado exosoma
(Anderson y Parker, 1998). En ambos casos, el paso inicial y limitante es la remocion de
la cola poli(A) en el extremo 3" del transcripto (deadenilacion). La informacion acerca de
las vias de degradaciéon de ARNs en organismos multicelulares es limitada con respecto a
las levaduras. Considerando que muchos componentes de la maquinaria de degradacion
de ARNs deberian estar conservados entre organismos eucariotas, en plantas se han
identificado diversas enzimas correspondientes a estas dos vias similares a las de
levaduras. Sin embargo, el andlisis de algunas enzimas involucradas en la degradacion de
ARNs mensajeros de Arabidopsis rebeld relaciones entre esta via y el silenciamiento
génico, asi como un rol en procesos del desarrollo y respuestas a hormonas (Chiba y
Green, 2009).



12

En plantas, al igual que en levaduras, los mecanismos generales de degradacion de
ARNs mensajeros comprenden varias etapas. Inicialmente la deadenilacion de los
transcriptos a ser degradados y luego la eliminacion de la caperuza 5°. En ambas etapas
se han identificado los genes responsables de catalizar estos procesos y otros genes
reguladores (Belostotsky y Sieburth, 2009).

1.3.1. Deadenilacion: en levaduras se han descripto dos complejos responsables del
acortamiento o eliminacion de los extremos poli(A) en los transcriptos, un complejo
llamado Caflp (Tucker et al., 2001) y otro complejo de unidn a extremos poli(A) (PABP)
(Lowell et al., 1992). En plantas se han detectado numerosos homologos potenciales,
entre los cuales CaCAF1 (Capsicum annum CAF1) muestra fenotipos particulares en las
mutantes de pérdida de funciéon y en tomate, la sobreexpresion de este gen mostrd
incrementos en el crecimiento y la resistencia a patégenos (Sarowar et al., 2007).

1.3.2. Eliminacion de la caperuza 5’ (decapping): en levaduras y eucariotas
multicelulares este proceso es catalizado por un complejo de dos subunidades, Dcpl y
Dcp2 (Shyu y Chen, 2010). En Arabidopsis se han aislado los genes DECAPPING 1
(AtDCP1), DECAPPING 2 (AtDCP2) (Iwasaki et al., 2007) y VARICOSE (VCS) (Goeres
et al., 2007). La accion de este mecanismo se ha descripto en agregados citoplasmaticos
denominados p-bodies (processing bodies) y en granulos de estrés, donde se acumulan
ARN mensajeros cuya traduccion esta detenida (Balagopal y Parker, 2009; Xu y Chua,
2011).

1.3.3. Degradacion mediante exorribonucleasas 5°-3’: las levaduras poseen dos
componentes, Xrnlp (citoplasmatico) y Xrn2p (de localizacién nuclear). En Arabidopsis
se han identificado tres miembros de la familia XRN, todos ellos con actividad
exonucleasa 5°-3°. Entre ellos, AtXRN4, el mas estudiado y adicionalmente AtXRN2 y
AtXRN3. Mediante la estrategia de genética reversa y andlisis de microarreglos se han
identificado muy pocos transcriptos degradados por accion de AtXRN4.
Sorprendentemente, los sustratos descriptos incluyen productos del clivaje por accion de
miARNs (Souret et al.,, 2004; German et al., 2008). También se ha descripto que
AtXRN4 regula negativamente el silenciamiento de transgenes sin caperuza, es decir,
elimina los sustratos de las RDRs inhibiendo la amplificacion del silenciamiento
(Gazzani et al., 2004). Al igual que AtXRN4, AtXRN2 y AtXRN3 también funcionan
como supresores endogenos del silenciamiento inducido por transgenes, probablemente
mediante la degradacion de ARNs correspondientes a transgenes aberrantes.
Adicionalmente, AtXRN2 y 3 cumplen un rol en el proceso de maduracion de miARNS, a
través de la degradacion de los bucles (loops) derivados de los precursores (Gy et al.,
2007). Finalmente, se ha descripto un rol para la AtXRN4 en la respuesta a etileno, ya
que en Arabidopsis se ha identificado un componente denominado Ethylene-Insensitive 5
(EINS) y corresponde exactamente a AtXRN4 (Olmedo ef al., 2006).

1.3.4. Degradacion mediante exorribonucleasas 3’- 5’: La degradacion de ARN en
sentido 3°-5’ ocurre en un complejo de exonucleasas denominado exosoma (Mitchell et
al., 1997). El exosoma es un complejo multiproteico responsable de la degradacion
exonucleolitica 3’ - 5’ tanto en el nicleo como en el citoplasma. En levaduras el exosoma
consiste en una region central compuesta por numerosas subunidades (Rrp41p, Rrp42p,
Rrp43p, Rrp45p, Rrp46p y Mtr3p) junto a otras proteinas asociadas requeridas para
ejercer su funcion. Las seis subunidades mencionadas de la region central, muestran
homologia al dominio catalitico ARNasa PH del exosoma de bacterias y existen otras tres
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subunidades (Rrp40p, Rrp4p y Csl4p) que muestran homologia con las proteinas de union
a ARN S1 y KH. En conjunto, estas nueve unidades forman una estructura en forma de
anillo. En Arabidopsis se han identificado numerosas proteinas componentes del
exosoma. Dos de ellas, AtRRP41 y AtRRP4 han sido caracterizadas en detalle. La
primera es una exorribonucleasa fosforolitica que complementa los defectos en el
procesamiento de ARN ribosomal 5.8S y en la degradacion 3’-5’observados en las
levaduras deficientes de Rrp4lp (Chekanova et al, 2000). AtRRP4 también es una
exorribonucleasa 3°-5° hidrolitica que interacciona fisicamente con AtRRP41
(Chekanova et al., 2002). Los analisis de mutantes para AtCSL4, AtRRP41 y AtRRP4 en
Arabidopsis rebelaron diferentes funciones para cada subunidad del exosoma (Fig. 1.6).

RRP46 es requerido para la
biogénesis de ribosomas
y para la apoptosis inducida

CSL4 no es esencial
en Arabidopsis
(Belostosky 2008).

RRP41 posee actividad
fosforilitica esencial WT ‘ RRP46 es requerido

S ara la biogénesis de
para la gametogenesis RRP45B es requerido p .
femenina en Arabidopsis ribosomas y para la

para la expresion 5 i ;
(Chekanova et al 2007) A CERG SEREIN apoptosis inducida
ypP por resistencia en

deposicion de cera - 5
A ) . apices foliares de
cuticular en Arabidopsis.
cebada.

e Es parcialmente (Xi et al 2009)
rrp45b redundante con RRP45A

aunque las dobles mutantes
son letales (Hooker et al 2009).

Figura 1.6. Fenotipos que presentan las plantas mutantes para componentes del ARN
exosoma. El nucleo del ARN exosoma de plantas consta de seis dominios de proteinas-
PH que forman una estructura similar a un anillo (representados por bolas de color gris
oscuro) y tres dominios-S1 que cierran el anillo (representados por bolas de color gris
claro). La subunidad Rrp41 (indicada con una estrella amarilla) posee actividad catalitica
en plantas. Mutaciones ocasionadas en diferentes subunidades del complejo provocan
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defectos diferenciales en el desarrollo. En el esquema se resumen los defectos
encontrados. Extraido y adaptado de Jensen (2010).

AtRRP41 y AtRRP4 son esenciales para el desarrollo de los gametofitos femeninos y la
embriogénesis respectivamente, mientras que AtCSL4 es indispensable durante el
crecimiento y desarrollo. Estudios de knock-down mediante sistemas de ARNi inducibles
han rebelado numerosos sustratos de la degradacion por parte del exosoma, entre ellos un
grupo de de ARNs pequefios nucleares y nucleolares, ARNs de transferencia y
mensajeros, sumados a una amplia variedad de ARNs mensajeros que no completaron su
correcto procesamiento 3’ y miARNs primarios (Chekanova et al., 2007). Una funcion
adicional descripta para el exosoma estd asociada a la biosintesis de cera cuticular en
tallos y silicuas de Arabidopsis, mediante el andlisis funcional de un mutante wax-
deficient eceriferum 7 (cer7). El gen CER7 es un homodlogo funcional del gen de
levaduras Rrp45p y su funcién es controlar indirectamente la transcripcion de un gen
clave para la produccion de cera (Hooker et al., 2007).

1.4. Expresion transgénica de proteinas virales en plantas

El uso de plantas huésped en las cuales se expresan proteinas virales es un sistema
experimental simplificado, con el potencial de discriminar los efectos individuales de
cada proteina del impacto de la replicacion viral (Maule et al., 2002). Por ejemplo, la
expresion ectopica del gen P6 del Virus del mosiaco del coliflor (CaMV) en Arabidopsis
thaliana, una especie huésped, demostré que esta proteina es capaz de producir
alteraciones fenotipicas similares a los sintomas de la infeccion, como retrasos en la
floracidon y clorosis leves (Zijlstra et al., 1996; Cecchini et al., 1997). En otro caso, la
expresion transgénica de la subunidad menor de la proteina de capside P74 del virus de
floema Beet western yellow virus (BMYV) produjo patrones inusuales de PTGS en
Nicotiana benthamiana cuando esta era infectada con BMYW u otros virus relacionados
(Brault et al., 2002). En un ensayo similar, la expresion de la proteina TMV-126-kDa
fusionada a proteina fluorescente verde (GFP) en Nicotiana tabacum produjo
incrementos de susceptibilidad frente a una gran variedad de virus (Harries et al., 2008).

1.4.1 Resistencia derivada del patégeno

En 1985, Sanford y Johnston propusieron un método para interferir en el
desarrollo de procesos patogénicos a través del uso de genes derivados del patdgeno,
confiriendo de este modo resistencia a la enfermedad en la planta huésped (Sanford y
Johnston, 1985). En patogenos virales, la expresion de ciertos genes del propio virus en la
planta altera el balance normal de sus componentes e interfiere en el proceso de
replicacion. Esta estrategia de control de virosis se denomind “resistencia derivada del
patdgeno” y consiste en la generacion de plantas transgénicas que expresan secuencias
genomicas del patdogeno que se desea controlar, provocando de esta manera reducciones
en la acumulacidn y/o multiplicacion viral. Se han utilizado principalmente dos modos de
conferir resistencia derivada del patdégeno. La primera fue la expresion de la proteina de
capside del virus TMV (CP) y fue desarrollada por el grupo de Roger Beachy para el
control de este virus en plantas de tabaco. Posteriormente, se encontrd6 que aun
expresando versiones no traducidas de la CP o de otras secuencias virales se podia llegar
a conferir resistencia (Powell ef al., 1989; Braun y Hemenway, 1992). Este mecanismo
fue llamado resistencia mediada por ARN y es consecuencia del silenciamiento génico.
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1.4.2. Expresion de proteinas de capside viral (CP)

A partir de 1986, la expresion de proteinas de capside viral fue ampliamente
utilizada para conferir resistencia a infecciones virales. Este mecanismo se denomind
“resistencia mediada por capside” (CP-MR, de coat protein mediated resistance) y fue
utilizado para conferir resistencia al Virus del mosaico de la alfalfa, (AIMV) (Loesch-
Fries et al., 1987; van Dun et al., 1987; van Dun et al., 1988), al Virus del mosaico del
pepino (CMV) (Cuozzo et al., 1988), al PVX (Hemenway et al., 1988), al virus del
rayado del tabaco (TSV) (van Dun et al., 1987), entre otros. Sin embargo, luego fue
demostrado que las bases moleculares de cada tipo de resistencia son diferentes entre si.
A pesar de ser ampliamente estudiados, los mecanismos moleculares que gobiernan el
modo de accion de CP-MR aun no son completamente comprendidos. En el caso del
TMV, CP-MR se basa en la interferencia con la desencapsidacion del genoma viral
cuando el virus ingresa a la célula (Fig. 1.7). Dado este mecanismo, la resistencia puede
ser superada cuando la inoculacién se realiza con ARN desnudo o con viriones
parcialmente desencapsidados (pre-tratados a pH 8) (Register y Beachy, 1988). Ademas,
se sabe que el grado de resistencia es dependiente del nivel de inéculo, es decir que a
mayores niveles de indculo menor es la resistencia. El nivel de expresion transgénica de
CP se correlaciona positivamente con la resistencia conferida (Powell et al., 1990) y esta
correlacion positiva también se presenta cuanto mayor es la capacidad de CP de
autoensamblarse (Bendahmane ef al., 2007). Cuando el aminoacido 42 (treonina) de la
CP es mutado a triptofano, la nueva variante mutada de CP se denomina CP™V. La
cantidad de agregados CP de 20S es superior y mas estable en el caso de las mutantes
CP"™*W (Bendahmane et al., 1997; Asurmendi et al., 2007). Esta podria ser la razon de los
incrementos de resistencia observados cuando CP™" es expresada en plantas de tabaco
(Bendahmane et al., 1997; Asurmendi et al., 2007; Bazzini et al., 2007).
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Figura 1.7. Funciones de CP en la replicacion viral y en la interaccion planta-virus. A la
izquierda se muestra un modelo bioinformatico que representa las interacciones predichas
durante el desarrollo de CP-MR entre las proteinas virales del TMV CP (color
anaranjado) y el virus TMV que ingresa a la célula durante un desafio con TMV (gris)
(extraido de Bendahmane y Beachy 1998). A la derecha se muestra la formacion de
complejos de replicacion viral en las células vegetales infectadas con TMV (Asurmendi
et al 2004).

Sin embargo, también se ha observado cierta resistencia al inocular con ARN infectivo
(Bendahmane ez al., 1997) y se detect6 a su vez que CP™*" disminuye la produccion de
proteina de movimiento restringiendo la dispersion célula-célula del virus (Bendahmane
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et al., 2002). Por otra parte, la mutante CP"™**V reduce la formacién de complejos de
replicacion viral (VRC) (Asurmendi et al., 2004) y al igual que la CP salvaje logran un
retraso en la infeccion con PVX, un virus no relacionado (Bazzini et al., 2006). Por todas
estas razones se ha propuesto que la CP posee un rol regulador, no esencial, sobre la
replicacion viral que permite un normal desarrollo de la infeccion (Bazzini et al., 2006).
Posteriormente, Bendahmane et al/ (2007) determinaron que la expresion transgénica de
CP tanto salvaje como mutante son capaces de interferir con funciones de la CP viral
como regulacion de la infeccion, movimiento y replicacion del virus.

1.4.3. Expresion de proteinas de movimiento (MP)

La expresion de proteinas de movimiento (MP) ha sido ampliamente estudiada.
Algunos trabajos demostraron que la expresion de MP confiere resistencia a ciertos virus.
Por ejemplo, en el caso de la expresion transgénica de p24 de PVX (una de las MPs de
PVX) se observo resistencia frente a la infeccion con TMV (Ares et al., 1998), lo mismo
fue observado con la MP 32 kDa de BMV (Malyshenko et al., 1993). En el caso de la
expresion de pl12 de PVX la resistencia observada fue especifica contra PVX (Kobayashi
et al., 2001) y cuando la MP de ORMV se expreso transgénicamente en Arabidopsis
thaliana, se observaron leves efectos fisioldgicos y susceptibilidad a la infeccion con
ORMYV, aunque la sintomatologia fue mas leve (Mansilla et al., 2006). Por otro lado, las
MP de diversos virus han demostrado ser capaces de desarrollar alteraciones similares a
sintomas y defectos fisiologicos en la particion de carbohidratos y en la fotosintesis ya
sea cuando se expresan bajo promotores constitutivos como tejido especificos (Duan et
al., 1997; Almon et al., 1997; Balachandran et al., 1997; Rinne et al., 2005).

La MP (30 kDa) de TMV ha sido la més estudiada. Su expresion constitutiva en
tabaco demostr6 que esta proteina interactia con los plasmodesmos modificando su
limite de exclusion y de esta manera facilita el movimiento célula-célula del virus durante
el proceso de infeccion (Deom et al., 1987; Wolf et al., 1989; Deom et al., 1990; Atkins
et al., 1991). Para permitir el movimiento célula-célula a través de los plasmodesmos,
esta proteina también es capaz de unir ARN viral, asociarse al reticulo endoplasmatico y
a elementos del citoesqueleto (Citovsky et al., 1990; Heinlein et al., 1995; Heinlein et al.,
1998).
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Figura 1.8. Funciones de MP en la replicacion viral y en la interaccion planta-virus. A)
MP permite el movimiento célula-célula mediante la interaccién con componentes del
citoesqueleto y plasmodesmos (Niehl y Heinlein, 2011). B) MP aumenta la dispersion del
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la senal de silenciamiento (el movimiento de siRNAs) en infecciones virales (Guenoune-
Gelbart et al., 2008).

1.4.4. Doble expresion de proteinas CP™*Y y MP de TMV en Nicotiana tabacum

En el laboratorio, se generaron plantas transgénicas de tabaco que expresan
simultineamente la proteina de capside mutante (CP™*") y la proteina de movimiento
(MP) de TMV mediante un cruzamiento de las lineas transgénicas parentales que
expresan individualmente cada una de estas proteinas virales. Estas plantas fueron
caracterizadas morfologicamente y a nivel molecular (Bazzini et al., 2007). La linea
transgénica MPxCP'™" acumula ambas proteinas de TMV y presenta alteraciones
morfoldgicas en hojas y flores, algunas de las cuales se asemejan a los sintomas
producidos por la infeccion viral (Fig 1.9).

Por otro lado, se cuenta con una linea isogénica de MPxCP™*V, que no expresa
los dos transgenes virales, ha recuperado el fenotipo normal y constituye por lo tanto un
excelente control experimental. Esta linea ha sido denominada mpxcpmzw*,

La caracterizacién molecular de estas lineas permitié detectar mediante PCR la
presencia de los transgenes MP y CP™" tanto en la linea MPxCP™" como en
mpxcpT42W* (Fig 1.10 A). Se detectd adicionalmente, mediante Western blot la presencia
de ambas proteinas virales en la linea MPxCP™Y pero no en la linea mpxcp' " (Fig
1.10 B) En la linea cpxmp tampoco fue posible detectar los ARNs mensajeros, lo cual
sugeria que los transgenes estarian silenciados, hecho que fue confirmado mediante la
deteccion posterior de los siARNs de CP (Fig 1.10 C). Se determin6 adicionalmente que
estas plantas presentan alteraciones en los niveles de un grupo de miRNAs involucrados
en el desarrollo (Fig 1.10 E), fendmeno que podria explicar los defectos observados.

Estas alteraciones de miARNs no involucran la intervencion de supresores del
silenciamiento génico, ya que ninguna de estas proteinas virales tiene actividad supresora
detectable (Bazzini ef al., 2007). Por otra parte, se demostrd que la infeccion con TMV y
otros virus producen alteraciones del patrén de acumulacién de varios miARNs y que no
existe correlacion entre el nivel del efecto supresor de estos virus y la produccion de
sintomas. Se presentaron evidencias donde el nivel de alteracion de ciertos miARNs
correlaciona con la severidad de la infeccion, es decir la severidad de sintomas producido
por cada virus (Bazzini ef al., 2007).
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Figura 1.9. Fenotipos asociados a la expresion de las proteinas virales MP y CP' V. 1)
Aspecto general de plantas de 4 semanas. SX: Nicotiana tabacum no transgénica, MP:
linea parental que expresa MP, CP™"V: linea parental 42W que expresa CP; linea
progenic MPxCP™V (que expresa ambos trangenes) y linea progenie mpxcpT42W*
(silenciada para ambos transgenes). 2) Defectos en el desarrollo producidos por la
expresion conjunta de MP y CP™WA: flor normal; B y C: flor anormal de linea
MPxCP™Y; D: alteraciones en la morfologia foliar, E y F: estigma normal y tripartito
respectivamente, G y H: cotiledones fusionados en forma de copa, I y J: defectos en la
morfologia de pistilos, Ky L: pérdida de simetria en plantulas, M y N: morfologia floral
alterada, O,P y Q: aumento del tamafio de células epidérmicas en Q (linea MPxCP™**M).
Extraido y adaptado de (Bazzini et al., 2007).



19

E

%"

Q A
f\‘*\ &F
114 822 10.90.
(0) (0.3)(0.1)%0.340.3) (0.5) (0) (0.1) (O
156 M % i 165 o
RNAAS & = & = o RNAKS = &
1 1141138 11109150
(0) (0.3) (0)(0.2)(0.2) (1.2) (0) (0) (0.1){0.1) (0.
164 - i 167 - - -

MRNA B . o= s v s RNA . = = = -

.'
/)’/)(/",_

-.-*‘-SCN\
14 1 2

2 4
* |- (A,
o= /
N
5o |,
oo A'
SN
2
©o 4,[ e

o
o

©,

B
_c,,!
~ WDE

G
>

10808120929 1 O.Z i

8

0) (0.1) (0)(0.1) (0) (0.9 (1)(0.2) (0.1)(0.1)(0.2) (0.8)
160 g - - 171 i~ -
-

RNAFIS 171" -

%)
bt | B
b |

1
RNA e = ==

!
|

Figura 1.10. Analisis molecular de las lineas transgénicas de tabaco MP, CP™*V

MPxCP™¥, mpxcp'*" y controles SX. A) Analisis de PCR para detectar la presencia de
los transgenes. B) Northern blot (deteccion de ARNm transgénicos). C) Western blot
(deteccion de proteinas virales transgénicas). D) Northern blot de sSARNs para deteccion
de silenciamiento de los CP por PTGS en la linea mpxcp' " . E) Northern blot de
miARNSs, donde se demuestra la alteracion en la acumulacion de miARNs en plantas de
las lineas transgénicas y plantas infectadas con TMV. Extraido y adaptado de Bazzini et
al., (2007).

1.5. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es comprender el efecto de la expresion
individual de la proteina de movimiento (MP) y la proteina de capside (CP) del TMV asi
como el impacto de la co-expresion de ambas en la expresion génica de tabaco. Dado que
se ha propuesto que la proteina CP ejerce un rol adicional a la interferencia con la
desencapsidacion, relacionado con la defensa y también se ha implicado a MP en la
generacion de alteraciones similares a sintomas, resulta de interés estudiar el impacto de
la expresion de ambos genes, individualmente y en conjunto, desde el punto de vista de la
defensa (inmunidad basal e innata). Por otra parte, considerando que estas proteinas
virales no poseen actividad supresora del silenciamiento y cuando son co-expresadas
generan numerosas alteraciones morfoldgicas y cambios en la acumulacion de miARNS,
resulta interesante considerar nuevas fuentes de modificacion en la regulacion de
miARNs no relacionados al impacto de supresores del silenciamiento; por ende, nuevas
formas de explicar la generacion de sintomas.

Ambos aspectos de este trabajo se enfocan en contribuir con el lento proceso de
discernimiento de la compleja interaccion entre virus y plantas, donde un sinfin de
mecanismos se activan simultaneamente y la resultante de dichos procesos multiples es el
desarrollo de la infeccion viral y la generacion de sintomas en la planta huésped. Esta
contribucion tendra un impacto inmediato en la comprension general de la relacion
hospedante-patégeno y por lo tanto, sobre aspectos de relevancia econdémica como el
control de enfermedades virales.

1.5.1. Objetivos especificos

1) Establecer los patrones de expresion diferencial génica resultantes de la co-
expresion de cp™V y MP mediante andlisis transcriptomico, para determinar genes y
vias de regulacion alteradas por la expresion de ambas proteinas virales.
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2) Evaluar en profundidad la expresion y actividad de genes y vias metabolicas
relacionados a la inmunidad basal e innata alterados por la expresion de las proteinas
virales.

3) Identificar posibles fuentes alternativas de alteraciones en la acumulacion de
miARNs y de generacion de sintomas mediados por la maquinaria de degradacion de
ARN (ARN decay).

4) Generar hipoétesis integradas que permitan desentrafiar la compleja red de la
interaccion planta — virus, donde estan involucrados simultdneamente la defensa innata, el
silenciamiento de ARN y como consecuencia, la generacion de sintomas de
enfermedades virales.

1.6. Hipotesis

La expresién de las proteinas virales del TMV CP™" MP y la co-expresion de
MPxCP™" modulan diferencialmente la activacién de respuestas de defensa basal e
innata.

Existen mecanismos de modulacion de la abundancia de miARNs en infecciones virales
independientes de la accion de supresores virales del silenciamiento génico que actuan
simultaneamente y podrian contribuir a la generacion de sintomas.

1.7. Estructura de la Tesis

El impacto individual de la expresion de cada proteina viral es interesante para el estudio
de la interaccion virus planta, dado que los efectos producidos son independientes de sus
funciones en el ciclo de replicacion viral. Es inclusive més interesante considerar el
resultado de la co-expresion de dos proteinas, en este caso MP y CP™W. Por estos
motivos, en el capitulo 2 se expone la realizacion y el analisis de un microarreglo con la
finalidad de estudiar los patrones de expresion diferencial génica resultantes de la co-
expresion de MP y CP'*Y. Se utiliz6 como control la linea isogénica silenciada
mpxcp , que es util para excluir las potenciales alteraciones debidas a la localizacion
de los transgenes en diferentes sitios de insercion. La informacion obtenida en el analisis
de microarreglos permitio la generacion de las hipotesis que fueron estudiadas con mayor
detalle en los siguientes capitulos. En el capitulo 3, de acuerdo a los resultados obtenidos
en el andlisis de microarreglos, se demostré6 que la mayor parte de los genes validados
clasificados dentro de los subgrupos mas representados de estrés oxidativo (genes de
biosintesis de acido ascorbico y de detoxificacion de ERO) y regulacion hormonal (genes
posiblemente involucrados en la via de sefializaciéon mediada por SA) mostraron una
depresion general en sus niveles de expresion en plantas de la linea MPxCP™?". Por este
motivo, se profundiz6 en el andlisis de vias metabodlicas ligadas a la defensa innata de las
plantas. Por otra parte, en el capitulo 4 se analizé un subgrupo de genes cuya expresion se
encontr6 aumentada. Este subgrupo comprende transcriptos involucrados en vias de
procesamiento y degradacion de ARN. Si se considera que las proteinas virales CP™*"V y
MP no poseen actividad supresora del silenciamiento, resulta interesante considerar que
este mecanismo podria implicar, directa o indirectamente, una nueva fuente de
modificaciéon en la regulacion de siARNs en general, no relacionados a la presencia de
supresores del silenciamiento y por ende, quizds una explicacion adicional para el
mecanismo de generacion de sintomas. Por este motivo se analizaron los niveles de
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expresion de genes involucrados en vias de degradacion de ARN y a su vez se realizaron
ensayos de genomica funcional mediante VIGS en Nicotiana benthamiana. Finalmente,
en el capitulo 5, se plantean hipotesis integradas que pretenden esclarecer algunos puntos
en la compleja interaccion planta-virus y de este modo realizar nuevos aportes al area en
estudio.



CAPITULO 2
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Estudio de la expresion diferencial génica resultante de la co-

expresion de CP

T42W

y MP en tabaco
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2.1. Introduccion

El uso de plantas transgénicas que expresan proteinas virales es un sistema util
para estudiar la complejidad de la interaccion planta-virus. La evaluacion del impacto
individual de la expresion de cada proteina viral es de interés para obtener informacion
sobre sus efectos en la interaccion con la planta huésped independientemente de sus
funciones en el ciclo de replicacion viral. Por otra parte, es inclusive mas interesante
considerar el resultado de la co-expresion de dos proteinas en conjunto. Se ha publicado
en trabajos previos que CP y MP co-localizan durante la infeccion de TMV (Asurmendi
et al., 2004) y ademas, Bazzini et al., (2007) demostraron mediante ensayos de BiFC que
MP y CP™" interactiian in vivo formando un complejo con caracteristicas o funciones
desconocidas, probablemente diferentes a las ya descriptas para las proteinas
individuales. Entre estas nuevas funciones Bazzini et al., (2007) confirmaron que el
complejo, al igual que las proteinas individuales no muestran actividad supresora del
silenciamiento, por lo tanto, todos los efectos resultantes de la co-expresion de
MPxCP™¥ son independientes de este mecanismo.

La tecnologia de microarreglos es una herramienta valiosa para evaluar los
cambios en la expresion de genes a escala genémica (Whitham et al., 2006; Wise et al.,
2007). Este capitulo expone la realizacion y el andlisis de un microarreglo con la
finalidad de estudiar los patrones de expresion diferencial génica resultantes de la co-
expresion de MP y CP'*Y. Se utilizd como control la linea isogénica silenciada
mpxep' 2V, que en este caso es extremadamente til, ya que permite determinar todos
aquellos cambios de expresion génica producidos exclusivamente por la expresion de
proteinas virales, excluyendo las potenciales alteraciones debidas al sitio de insercion de
los transgenes.

El andlisis de microarreglo fue realizado con la tecnologia Affymetrix mediante
una plataforma GeneChip Tomato 10K.

2.2. Material y métodos

2.2.1. Material vegetal utilizado

Se utilizaron plantas de Nicotiana tabacum Xanthi-nn salvajes que en el presente
trabajo se denominaron SX y plantas transgénicas correspondientes a la misma variedad
de tabaco. Entre las lineas transgénicas se encuentran la cpmW (linea nn T42W) que
expresa una version mutada de la CP de TMV (Bendahmane et al., 1997); la linea
transgénica para la MP de TMV (linea nn 277) (Deom et al., 1990); dos lineas doble
transgénicas: MPxCP'*V y mpxcpT42W* homocigotas, provenientes de un cruzamiento
entre la linea CP™*V y la linea 277. Tanto las lineas transgénicas como la salvaje fueron
mantenidas en invernaculo en condiciones controladas de 24° a 26°C, con ciclos de 16
horas (hrs) luz y 8 hrs oscuridad.

2.2.2. Extraccion de ARN para analisis de microarreglos

Se colectaron tejidos foliares de plantas de tabaco de aproximadamente 6 semanas
de edad. Cada muestra consistio en la recoleccion de hojas pertenecientes a tres plantas.
Los tejidos fueron homogeneizados con ayuda de nitrogeno liquido, morteros y pistilos.
Luego el ARN total fue extraido con RNeasy™ Plant Mini kit (Qiagen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La calidad del ARN fue evaluada mediante BioAnalyzer
2100 (Agilent Technologies) y la concentracion de ARN fue cuantificada mediante
espectrofotometria (Nanodrop ND-1000; NanoDrop Technologies).
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2.2.3. Analisis de microarreglos

Para la confeccion del microarreglo, se respetaron las normas internacionales
MIAME (Brazma et al., 2001). Se hibridaron tres réplicas bioldgicas independientes
correspondientes a cada linea transgénica de acuerdo a las instrucciones del Manual
Affymetrix. Las hibridaciones fueron escaneadas utilizando el GeneChip Scanner 3000
7G vy los datos fueron obtenidos mediante el Microarray Suite version 5.0 (MAS 5.0)
utilizando las condiciones estandar sugeridas por Affymetrix. Esta etapa de confeccion del
microarreglo fue realizada en el laboratorio del Dr. Marcelo Javier Yanovsky, por el Lic
Matias Rugnone de la Catedra de Fisiologia Vegetal, IFEVA (FAUBA).

Los datos brutos fueron pre-procesados mediante el método RMA (Irizarry et al.,
2003) y los andlisis estadisticos fueron realizados en dos etapas. En una primera fase se
retuvieron aquellas secuencias que mostraron diferencias entre tratamientos mediante el
uso de ANOVA con p-valores < 0,10. De esta forma, partiendo de una matriz original
compuesta por 10.209 genes se conservaron Unicamente 1.667. Luego, una segunda etapa
del analisis consistid en seleccionar secuencias con p-valores < 0,05 para eliminar
descubrimientos falsos (analisis FDR), como fue descripto por Benjamini (1995). Los
analisis estadisticos fueron llevados a cabo con la ayuda de Julio Di Rienzo y el software
estadistico InfoStat. (www.infostat.com.ar; InfoStat Group, 2004; National University of
Cérdoba, Argentina).

2.2.4. Extraccion de ARN y confeccion de ADNc para RT-qPCR

El ARN total fue extraido a partir de 50-75 miligramos (mg) de tejido foliar de
tabaco procesado en nitrogeno liquido, utilizando 7rizol Reagent (Invitrogen), de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. El ARN total se cuantifico por espectrofotometria
mediante Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies) y posteriormente fue tratado con
DNase 1 (Invitrogen). EI ADNc se sintetizd con la enzima retro-transcriptasa MMLV
(Invitrogen) y oligonucleotidos al azar. Para las reacciones de RT-qPCR se
confeccionaron ADNc a partir de entre cuatro y cinco réplicas biologicas.

2.2.5. Diseiio de oligonucleotidos,

Para evaluar la expresion de genes se disefiaron oligonucledtidos especificos
mediante el software PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems). La lista de
oligonucledtidos especifica se detalla en la Tabla 1. Las eficiencias de los pares de
oligonucleétidos y los valores de Ct se obtuvieron mediante el sofiware LinRegPCR
(Ramakers et al., 2003).

Tabla 1. Lista de oligonucledtidos utilizados para la validacion de los resultados
obtenidos en el analisis de microarreglo y para la evaluacién de la expresion de genes de
detoxificacion redox y defensa.

Unigen de Nombres putativos Secuencia de oligonucledtidos

tabaco Izquierdo y Derecho

SGN-U442525  GDP-manosa TTCCCAAAAATTGCAGCGG
pirofosforilasa CGCAACATCTGGTCCAATCAA

SGN-U424966  Cu/Zn superoxido TCCTGATGGCAAGACACATGGAG
dismutasa CGTGAACCACAAGTGCTCTTCCA

SGN-U44665 Transportador de ATGTGCCATTCTCATCGGAAG
ascorbato 6 CATGGCTTGCCTCTGTCTTTC

SGN-U448855  Ascorbato Peroxidasa 1 TTGCGCTCCTCTTATGCTCC
TCCTTGCTCAGCCTTGAACC
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Unigen de Nombres putativos Secuencia de oligonucledtidos
tabaco Izquierdo y Derecho
SGN-U429188  Riboforina II TTTCCGTGCCATAAAGGCTC
GGCTCTCAAGTGCAATTCCTG
SGN-U438230  Prot relacionada a estrés CCCAATTCCCCACTCTTCG
TCCTCAGTTTGAGCCATCTCG
SGN-U422474  TIsocorismatasa hidrolasa TGGGTTGTCCGTGAGCATGA
TGCCCCCACACTACCCTTTG
SGN-U424612  Nudix Hidrolasa similara AATTCCGTGTCTCAGATCCCC
(AtNudH20) GAAAGACGTCGTCCCAGGTG
SGN-U450319  Etileno Insensible 4 GCAAGTTCCACAGCCATGG
(EIN4) TGAGACCGTTGATTCCGACC
SGN-U449198  Prot. transm con repet GAACCTGGAAGGAACCTCCC
ricas en leucina ACAGCCAAATCCCCTATCCC
SGN-U438453  Kinasa dependiente de ATTTAGAGGCACGTAGCCACG
Calcio (CPK4) TGCCAAAATTCTTTTGTGAAGG
SGN-U436722  Complejo proteico de tipo GGAGACACGTTACCCTGAGACC
retromero (MAG1) ATGAGTCCAAGTCACCCCATG
SGN-U447185  Prot. de retencion en lumen TCATGGTCTATGGCCTTCAATG
de RE ACCAGCTGTCCACCGAAAAC
SGN-U436888  Peptidasa de RE putativa TTCTCTATGCCCACGGTCAAC
CCGTCATGATTATGGTCACCC
SGN-U449026  Prot. dedos de Zinc (tipo ATCAGGACCTGACAGTCACGG
C3HC4-RING) CTGGAAGGAACCTCCCCAG
SGN-U443635  Prot.dedos de Zinc 1 CCTCTTTGTCACCGTCTCTCG
(ZFN1) GGTTCACCTTCACGGACAGG
SGN-U435843  Familia de prot. similar a ATGCGAACATCCCAAACACG
transducinas CACCCGTGTGAAAGGCATTG
SGN-U474793  Similar a Nt-KED TCAATGCCAAACTGGAAGCTC
CTTTAGGACTCTCAACCACGGC
SGN-U426225  Helicasa caja DEAD/DEAH ATTTCTTCCGCTCACTGCCAT
(RH16) putativa ATTAAATGCGGAGCTGCCTCA
SGN-U443437  ARN helicasa depte de ATP CGGAAAGAAAGGAAGTGACG
(DEAD-box) (RH51) GGCAGGACAAAAATGTGGAC
SGN-U431343  Exorribonucleasa 3'-5'- GGAGATAGAAGCCGCTGAAA
similar a Rrp42 GCCGCTCAAAACTAAATTCC
SGN-U445842  Prot de unién a clorofila a/b  GGATTCTTCGTTCAGGCTATCG
21 (LHCII tipo I CAB-21) TGTGGCATAGGCCCAAGC
SGN-U443543 D-3-fosfoglicerato TTGAGCAGGCCATAGCCAC
deshidrogenasa putativa TCTTCATCTTTGCGAATGCG
SGN-U444454  Desconocida GAAGAATTCCGCCGTTTCG
AGCGTTTCCCATTTTTCTTGC
SGN-U450832  Oxidasa Alternativa TATTGGACCGTCAAGGCTCT
TGCATCCTCTCATTTTCAGC
SGN-U444943  Prot. relacionada a CGCCGCCTTCCCTCAACTTAA

patogénesis 1 (PR-1)

TCGCCAAAGGGACGTTGTCCT
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Unigen de Nombres putativos Secuencia de oligonucleétidos
tabaco Izquierdo y Derecho
SGN-U446829  Prot. de tipo Taumatina GGCAGGTGGTGAATGTTCCTTC
(PR-5) TCGCCACCAGATGCCTTCTT
SGN-U431860 RDRI GCATTGAACACGCCTTGGA
GCAGAACCCGATTGGATACG
SGN-U437134 RDR6 CTCAGCTTGGGGACCTCA
CAGCCTCCAGAATCCTCAC

2.2.6. Seleccion de genes de referencia para su utilizacion como control interno

Para la seleccion del gen de referencia mas estable en las lineas transgénicas y la
linea salvaje se evaluaron cuatro posibles candidatos, entre ellos el factor de elongacion
la (EF-10, SGN-U446573), ubiquitina 3 (Ubi-3, SGN-U440543), actina (SGN-U431117)
y gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH, SGN-U448919). Para los andlisis de
estabilidad se utilizaron como herramientas los softwares: geNorm 3.5 (Vandesompele et
al., 2002), Normfinder 0.953 (Andersen et al., 2004) y Bestkeeper v1 (Pfaffl ez al., 2004).

Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos disefiados para la seleccion de genes de
referencia.

Unigen de Nombre del Unigen Secuencia de oligonucledtidos

tabaco Izquierdo y Derecho

SGN-U446573 Factor de Elongacion 1o~ GATTGGTGGTATTGGTACTGTC
AGCTTCGTGGTGCATCTC

SGN-U440543 Ubiquitina-3 GCTGATTACAACATCCAGAAGG
TGCAACACAGCAAGCTTAACC

SGN-U431117 Actina ACGCCAGTGGCCGTACAACA
ATCGCGGACAATTTCCCGTTC

SGN-U448919 GAPDH GGAGGAGGAACAACAAGAGG
AGATGCCGTCAGTGCCGA

2.2.7. Confeccion de RT-qPCRs, obtencion y analisis de datos de expresion

Las condiciones experimentales para la confeccion de las RT-qPCR se
establecieron a partir de las normas internacionales MIQE (Bustin et al., 2009) detalladas
en la Tabla 3 (ver resultados). Para obtener el valor de expresion diferencial de un gen
especifico en una linea transgénica con respecto al control (linea salvaje), se deben
normalizar los datos utilizando un gen de referencia como control interno. Los andlisis de
expresion relativa fueron realizados mediante el software fgStatistics (Di Rienzo J.A,
2009) (http://sites.google.com/site/fgStatistics/) que utiliza el algoritmo desarrollado por
Pfaffl et al (2001) para obtener los valores de expresion relativa. Se consideraron
estadisticamente significativos aquellos niveles de expresion cuyos p-valores fueron
menores a 0,05 (indicados con *); menores a 0,01 (indicados como **) y menores a 0,01
(indicados con **%*),
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2.3 Resultados

2.3.T142WPerﬁl de expresion diferencial génica resultantes de la co-expresion de MP y
Cp

Con el objetivo de detectar cambios en la expresion global de genes de tabaco en
respuesta a la expresion conjunta de las proteinas virales MP y CP™**V se hibrid6 un
microarreglo Tomato 10K Affymetrix Microarray GeneChip. Se compararon los patrones
de expresion génica de dos lineas transgénicas isogénicas MPxCP™**V (co-expresantes de
MP y CP™*W) y mpxcpT42W* (silenciada para ambos transgenes) (Bazzini et al., 2007).
Esta ultima fue utilizada como control considerando que el sitio de insercion de los
transgenes y el genotipo estan conservados entre ambas lineas, la tinica diferencia entre
ellas es el producto de la expresion de las dos proteinas virales. El microarreglo de
Solanum lycopersicum (Tomato 10K de Affymetrix) contiene mas de 10.000 sondas que
representan aproximadamente 9.200 genes. Ha sido previamente demostrado que este
microarreglo es util para un cierto rango de especies de la familia de las solanaceas
incluyendo a Nicotiana tabacum dado el alto grado de conservacion entre los transcriptos
(Rensink et al., 2005).
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Figura 2.1. Perfiles de expresion génica entre las tres réplicas bioldgicas de las lineas
transgénicas MPxCP"™V y mpxcp' 2" . Cada cuadro en color corresponde a una sonda
obtenida a partir del microarreglo Affymetrix.

Los analisis estadisticos de la matriz de expresion génica fueron realizados en dos
etapas (ver material y metddos, seccion 2.2.3). Los resultados obtenidos mostraron un
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total de 28 genes, cuyas sondas presentaron niveles de hibridacion significativamente
diferentes en la linea MPxCP™*" con respecto al control mpxcpmzw* (Fig 2.1).Los datos
crudos del experimento de microarreglo fueron depositados en Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) bajo el numero de acceso GEO GSE37905.

Para determinar qué genes corresponden a cada transcripto se realizaron
busquedas bioinformaticas mediante la herramienta Tomato Functional Genomic
Database (http://ted.bti.cornell.edu/), que permitid obtener los wunigenes de tomate
partiendo de las sondas Affymetrix. Posteriormente, mediante las herramientas BLASTX
y BLASTN se buscaron unigenes ortdlogos en tabaco utilizando las bases de datos de Sol
Genomics Network (http://solgenomics.net/) y la base de datos de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Luego, para realizar una categorizacion funcional se
considero el proceso bioldgico en que estos genes estan involucrados (Tabla 3).

Tabla 3. Unigenes de tabaco diferencialmente expresados resultantes de la co-expresion
de CP™"Y y MP de TMV. | y 1 indican los niveles de expresion de cada gen con respecto

al control mpxcp

T42W*

Sonda Unigen de Descripcion Funcion
Affymetrix tabaco [ | putativa
Les.4650.1.S1 at SGN-U442525 | GDP-manosa pirofosforilasa (GMP1)
LesAffx.65505.1.S  SGN-U426799 | GDP-D-manosa 4,6-dehidratasa
1 at

SGN-U313819 | Cu/Zn- superdxido dismutasa (CSD2)
Les.4738.1.S1_at SGN-U44665 | Transportador de ascorbato putativo, Estrés

similar a atNAT6 Oxidativo

LesAffx.3918.1.S1
at

Les.5254.1.S1 a at
Les.2988.3.S1_at

SGN-U448855

SGN-U429188
SGN-U438230

Ascorbato peroxidasa citosolica (cAPX1)

Similar a Riboforina IT (RPN2)

Proteina relacionada a estrés

LesAffx.66163.1.S
1 at

SGN-U422474

<—|—> “—

Proteina de la familia Isocorismato
hidrolasa

LesAffx.11399.1.S  SGN-U424612 | Nudix hidrolasa similar a atNudH20 Respuesta a

1 at Hormonas

Les.35.1.S1 at SGN-U450319 | Receptor de etileno (NTHK2)

LesAffx.63209.1.S SGN-U471865 | Proteina de respuesta auxina putativa

1 at

Les.5327.1.S1 at SGN-U449198 | Prot transmembrana de respuesta a leucina

Les.3334.1.S1 at SGN-U438453 | Quinasa dependiente de calcio (CPK4)

Les.2755.1.S1 at SGN-U436722 | Ser-Thr fosfatasa, similar a MAG1

Les.5526.1.S1 at SGN-U447185 | Receptor de retencion en lumen de RE Transduccion
de sefiales

LesAffx.19015.1.S  SGN-U436888 | Peptidasa de RE putativa

1 at

LesAffx.53232.1.S  SGN-U449026 | Proteina dedos de Zinc de la familia Regulacion

1 at RING-C3HC4 transcripcional

Les.2608.1.S1 at
Les.2823.1.S1 at
Les.3682.1.S1 at

SGN-U443635
SGN-U435843
SGN-U474793

|—>—><—

Proteina dedos de Zinc 1 (ZFN1)
similar a transducina
Similar to Nt-KED
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Les.1141.1.S1 at SGN-U426225 1 Similar a ARN helicasa DEAD/DEAH box

(RH16)
LesAffx.15226.1.S  SGN-U443437 1 Similar a ARN helicasa DEAD-box Metabolismo
1_at dependiente de ATP (RH51) de ARN

LesAffx.32680.1.S  SGN-U431343 1 Exorribonucleasa 3'-5' similar a Rrp42
1 at

Les.2478.1.S1 a at SGN-U445842 T Proteina de union a clorofila (CAB21) Metabolismo
Les.2703.1.S1 at SGN-U443543 | D-3-Fosfoglicerato deshidrogenasa

LesAffx.1074.1.S1  SGN-U444454 | Proteina desconocida

_at
LesAffx.36123.1.S  SGN-U425185 | Proteina similar a Os08g0534400 Funcion
1 at desconocida

Les.457.1.S1 at SGN-U443197 1 Proteina desconocida

Los genes diferencialmente expresados se agruparon de acuerdo a sus niveles de
expresion en perfiles estandarizados (Fig 2.2 A). En esta figura se puede observar que un
gran nimero de genes en las plantas de la linea MPxCP'*Y mostraron niveles de
expresion disminuidos con respecto a los controles mpxcp > . Esto sugiere que las
plantas que co-expresan ambas proteinas virales presentan cierta depresion especifica de
la expresion génica, proceso que suele presentarse en etapas iniciales de la replicacion
viral y se denomina shut off (Aranda y Maule, 1998). Posteriormente, los transcriptos
fueron clasificados en diferentes subgrupos de acuerdo a sus funciones putativas, entre
ellas se encontraron respuestas a estrés oxidativo, compuesta por genes pertenecientes a
varios compartimientos intracelulares como citosol y cloroplastos; respuesta a
fitohormonas, como 4cido salicilico, etileno y auxinas; transduccién de sefiales;
regulacion transcripcional; metabolismo basal y metabolismo de ARN, incluyendo genes
responsables del procesamiento y la degradacion de ARNs de nucleo y citoplasma (Fig.
2.2 B).
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£ 0 OSGN-U445842
ST 4 COSGN-U436722
o BSGN-U447185
o N BSGN-U471865
S OSGN-U450319
xS Dgg\-u446655
8 o BSGN-U436888
o 2 CISGN-U443635
°© 3 CSGN-U425185
@ o CISGN-U438453
23 Dggh-u443543
= BSGN-U422474
3 EISGN-U449026
o) CISGN-U449198
EISGN-U438230
LISGN-U444454
. Dggr\-u474793
1 2 3 {1 o 3 BESGN-U426799
T MPxOP™  BRGN-U43ia0h
pPAeR X mSGN-U443197
WSGN-U435843
B Funcién desconocida Estrés
i o]
Metabolismo [ 1% _~~ oxidativo
7% 25%
Metabolismo/
de ARN Respuesta
11% a hormonas
3 . 14%
Regulacion Transduccion
transcripcional de sefiales
14% 18%

Figura 2.2. Perfiles estandarizados de expresion génica entre las tres réplicas biologicas
de las lineas transgénicas MPxCP™*V y mpxcpT42W*. A) Los unigenes de tabaco estan
agrupados de acuerdo a sus niveles de expresion en las lineas transgénicas. B) Diagrama
representativo del agrupamiento de genes de acuerdo a sus funciones biologicas putativas
y el porcentaje de representacion en la totalidad de genes que cambiaron su expresion en
respuesta a la expresion de MP y CP™Y de TMV.

2.3.2. Puesta a punto y estandarizacion de protocolo de RT-qPCR: Informacion
minima requerida para la publicacion de experimentos de RT-qPCR (MIQE)

La confeccion y andlisis de experimentos de RT-qPCR requiere de un alto grado
de consenso en el disefio experimental y las posteriores etapas hasta obtener los
resultados de expresion génica. La falta de consenso sumada a la escasa informacion
detallada que se provee en las publicaciones en general dificulta enormemente la
reproducibilidad de los experimentos y la evaluacion critica de los mismos. Para poder
superar estas dificultades y obtener informacion de expresion génica confiable y robusta,
se evalud y ajustd cada etapa experimental: el disefo, el muestreo, la extraccion de ARN,
los protocolos de transcripcion reversa y confeccion de las reacciones de RT-qPCR vy la
validacion y anélisis de datos, siguiendo los requerimientos establecidos por las normas
MIQE (Bustin et al., 2009) (Tabla 4)
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Tabla 4. Condiciones experimentales utilizadas para el andlisis de expresion de genes
mediante RT-qPCR de acuerdo a los requerimientos MIQE.

Diseiio Experimental
Controles
Tratamientos

Muestras

Tipo de muestra
Procesamiento

Condiciones de congelamiento

Extraccion de ARN

Procedimiento

Reactivos

Detalles del tratamiento con ADNasa

Determinacion de contaminaciones
Cuantificacion de acidos nucleicos
Instrumento

Pureza ( Azso/ Azgo)
Integridad del ARN

Transcripcion Reversa
Condiciones de la reaccion completa

Cantidad de ARN y volumen de reaccion

Oligonucleotidos utilizados

Transcriptasa Reversa
Temperatura y tiempo

Protocolo para RT-qPCR
Condiciones para la reaccién completa

Volumen de reaccion y cantidad de
ADNCc

Concentraciones de oligonucleétidos,
Mg™? y dNTPs
Polimerasa

Buffer
Fabricante del equipo de qPCR

Nicotiana tabacum cv xanthi (SX)

Lineas transgénicas / Tabacos infectados
con TMV

Tejido foliar
Homogeneizacion en Nitrogeno liquido
-80°C

Extraccion Fenol-Acido
TRIzol (Invitrogen®)

DNAse I Amp Grade (Invitrogen), 15 min a
temperatura ambiente

<3%
Absorbancia a 260 nm

NanoDrop ND-1000; NanoDrop®
Technologies

>1,8
Analisis mediante electroforesis en geles de
agarosa

De acuerdo a las instrucciones del fabricante
Invitrogen 2

Ing de ARN total en 20 pl de reaccion

oligo d(T),o de (Invitrogen™) y
oligonucleoétidos al azar.

MMLVI (Invitrogen®).

50 min a 37°C,luego 15 min a 70°C

5 min a 95 °C, 40 ciclos de 30 seg a 95°C y
1 min 60 °C
20ul reaccion, 20-200 ng de ARN

3 mM Mg2+, 200 nM oligos, 0,2 mM de
dNTPs

Taq Platinum (Invitrogen *)
20 mM Tris-HCL (pH 8,4) y 50 mM KCl
ABI 7500, Applied Biosystems



Tabla 4. Continuacion.
Validacion de datos de PCR
Especificidad

M¢étodo para determinacion de eficiencia
de las PCRs

Analisis de datos

Programa para analisis de qPCR
Método para determinacion de Ct
Identificacion de datos espuireos

Criterios de seleccion de genes de
referencia

Descripcion de método de normalizacion

Numero de réplicas técnicas
Numero de replicas bioldgicas
Meétodo de analisis estadistico

Programa
Repetibilidad (variacion intra-ensayo),
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Analisis mediante geles de agarosa y curvas
de disociacion en cada corrida de gPCR
Eficiencia media por amplicon calculada

mediante el programa LingRegPCR
(Ramakers et al, 2003).

ABI 7500 (Applied Biosystems)
LinRegPCR

LinRegPCR

Se evaluaron 4 genes de referencia (Actina,
Ubi-3, GAPDH y EF-1a) para ensayos de
estabilidad mediante tres algoritmos (ver
item 2.3.2). Se selecciond EF-1a como
control interno.

(Pfaffl, 2001)

(control Ctmean—sample Ctmean ), g

target

R:

(control Ctmean—sample Ctmean) torence
reference

Implementado mediante la interface
multivariada fgStatistics.

3
Sa’7
Prueba de permutaciones de a pares (5000)

fgStatistics
0,17

error estandar de Ct

Se define eficiencia de una reaccién de PCR como la capacidad de amplificacién
de un determinado producto en cada ciclo de amplificacion, es decir, en una situacion
ideal, la cantidad de producto deberia duplicarse, siendo el modelo matematico Nc = Ny
(1+E)“, donde Ne es la cantidad de producto luego de © reacciones, Ny es la cantidad
inicial de templado, E es el porcentaje de ADNc obtenido por ciclo de amplificacion
(entre 0 y 1) y n el nimero de ciclo. Para la seleccion del método de determinacion de
eficiencia de las qPCRs se utilizo el programa LinRegPCR (Ramakers et al., 2003). Este
método permite la estimacion de la eficiencia a través de la medicion de fluorescencia por
muestra en cada ciclo de reaccion. Este enfoque se basa en la linealizacion (mediante
logaritmo) de la féormula bésica de amplificacion exponencial por PCR, generando el
siguiente algoritmo: Log(Nc) = Log(Ny) + Log(E) x C, donde Nc es la fluorescencia
medida en cada ciclo y C el nimero de ciclos de PCR. La parte lineal logaritmica de los
datos de PCR se puede determinar para cada muestra mediante la seleccion de un limite
inferior y un limite superior de una “ventana de linealidad”. La interseccion Log (/Vy) y la
pendiente Log (Ef) se calculan mediante un analisis de regresion lineal. La concentracion
inicial deriva directamente de la interseccion de la regresion lineal (N = 10™™") y se
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expresa en términos de fluorescencia. La eficiencia individual de cada reaccion se
expresa como (Ef = 107°"%*"*) y se puede utilizar como un control de calidad para excluir
posibles contaminaciones. Es importante también considerar que en los ciclos iniciales de
la qPCR, los valores de fluorescencia no pueden ser estimadores de la linea de base, ya
que estos son aleatorios y podrian introducir errores que luego se trasladan a la
estimacion de la eficiencia. Para estimar correctamente la fluorescencia de la linea de
base Ruijter et al. (2009) desarrollaron un algoritmo que permite calcular la linea de base
mediante la reconstruccion de la fase log-lineal partiendo desde el final, es decir desde la
fase plateau de la curva de fluorescencia de cada reaccion de PCR. Este algoritmo fue
incorporado al programa LinRegPCR, reduciendo la variabilidad de los resultados
ocasionada por errores en la estimacion de la eficiencia.

El método de normalizacion utilizado para calcular el valor de expresion relativa
de un gen especifico en una muestra con respecto a un control se realizdé de acuerdo al
algoritmo desarrollado por Pfaffl e al, (2001). Este modelo matematico permite
determinar la cuantificacion relativa de un gen especifico (X) en comparacion con un gen
de referencia (REF). El valor de expresion relativa (R) de un gen en una muestra se
calcula en base a la eficiencia (E) y la desviacion (Ct, definido como el ciclo de PCR en
el que la fluorescencia supera el valor umbral o treshold, es decir, el nimero del ciclo
donde se da la interseccion Log (Ng) de una muestra de interés frente a un control,
expresado en comparacion con un gen de referencia).

Ct control — Ct muestra ACt (control — muestra)
(Ex) " x (Ex)"x

R

Ctggrp control — Ct muestra ACtggr (control — muestra)
(EREF) (EREF )

R se expresa como la relacion entre el nivel de expresion de un gen especifico en
una muestra con respecto a un control en comparacion con un gen de referencia. Ex es la
eficiencia de la RT-qPCR del gen especifico; Eggr es la eficiencia de la RT-qPCR del
gen de referencia; ACty €™~ ™" o5 [a diferencia en el ciclo umbral de la muestra
versus el control para el gen especifico y ACtggp €O =™ o5 a diferencia en el ciclo
umbral de la muestra versus el control para el gen de referencia. Para la seleccion del gen
de referencia ver item 2.3.3.

2.3.3. Seleccion de genes de referencia para estudios de expresion génica mediante
RT-qPCR

Para realizar estudios de cuantificacion relativa de niveles de ARNm se emplea
usualmente la técnica de PCR en tiempo real (RT-qPCR). En el caso de este trabajo, se
utilizé para validar la informacion obtenida mediante los analisis de microarreglos y para
extender los andlisis de expresion génica. Con el objetivo de obtener datos expresion
relativa confiables y de alta repetibilidad, es de vital importancia seleccionar genes de
referencia endodgenos, cuya expresion permanezca estable en todas las etapas del
desarrollo, tipos celulares y condiciones especificas, para ser empleados como controles
internos en la normalizacion de los datos.

En este trabajo se seleccionaron cuatro genes de referencia para realizar analisis
de estabilidad, entre ellos el factor de elongacion la (EF-1a, SGN-U446573), ubiquitina
3 (UBI-3, SGN-U440543), actina (ACT, SGN-U431117) y gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (GAPDH, SGN-U448919). Se obtuvieron oligonucleotidos para cada uno
de los genes candidatos y se llevaron a cabo cuatro reacciones de RT-qPCR diferentes
(una para cada gen candidato) a partir de cuatro réplicas biologicas de todas las lineas
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transgénicas (CP'*", MP, MPxCP™*"V y mpxcpT42W*) y los controles salvajes (SX). Los
datos de fluorescencia fueron procesados mediante el sofiware LinRegPCR y los valores
de Ct fueron utilizados para analizar la estabilidad de expresion mediante tres métodos
diferentes: geNorm 3.5 (Vandesompele et al., 2002), Normfinder 0.953 (Andersen et al.,
2004) y Bestkeeper v1 (Pfaftl et al., 2004).

GeNorm es una aplicacion visual basic (VBA) para Microsoft Excel que permite
ordenar los genes bajo estudio asigndndoles un indice de estabilidad M. De acuerdo a este
ordenamiento, EF-1a fue el mas estable, con un valor M= 0,61, seguidos estuvieron UBI-
3, GAPDH y ACT. Sin embargo, segun esta herramienta, todos los genes evaluados son
adecuados, ya que mostraron valores de M < 1,2 (Fig 2.3 A). Normfinder analiza la
estabilidad de expresion mediante un modelo matematico que considera las variaciones
intra e intergrupos de datos. Este método también consider6 al gen EF-la como
transcripto mas estable (valor de estabilidad= 0,17) seguido de UBI-3. Sin embargo,
consideré que GAPDH es el gen menos estable (Fig 2.3 B). Finalmente, la aplicacion
Bestkeeper v1 analiza la variabilidad de expresion mediante la estimacion del desvio
estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV) de cada gen y luego realiza
comparaciones de a pares considerando un gen de referencia ideal que denomina
bestkeeper. A diferencia de los anteriores, esta aplicacion establecio que UBI-3 es el gen
de referencia mas estable, con un valor de desvio estandar, SD= 0,49, seguido de EF-1aq,
con SD= 0,51. Por otra parte, considerd que el transcripto menos estable es GAPDH (Fig
2.3 C) y cuando realizé las comparaciones de a pares con respecto a un gen de referencia
ideal, los mejores coeficientes de correlacion fueron obtenidos por GAPDH (R= 0,942) y
EF-la (R= 0,922), ambos con p= 0,001 (Fig 2.3 D). Para finalizar la evaluacién de los
cuatro genes de referencia candidatos se grafico la totalidad de los valores de Ct con la
finalidad de comparar los niveles de expresion de cada gen. Los mayores niveles de
expresion fueron alcanzados por EF-1a y GAPDH, aunque este ultimo fue visiblemente
mas variable (Fig 2.3 E). Luego de una evaluacion exhaustiva se decidi6 utilizar el gen de
referencia EF-1a, pues de acuerdo a las dos primeras aplicaciones fue el més estable,
mostrd un alto grado de correlacion con respecto a un gen de referencia ideal y sus
niveles de expresion fueron los mas elevados.
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Figura 2.3. Evaluacion de estabilidad de genes de referencia mediante las aplicaciones
estadisticas A) geNorm, B) Normfinder y C) BestKeeper. En los tres graficos, los genes
estan ordenados de menor (izquierda) a mayor (derecha) estabilidad. D) Comparacion
entre los diferentes genes candidatos con respecto al gen de referencia ideal calculado por
el programa Bestkeeper. E) Valores de Ct de los cuatro genes candidatos EF-10, UBI-3,
ACT y GAPDH, obtenidos por RT-qPCR y procesamiento de datos en LinRegPCR.

2.3.4. Validacion de analisis de microarreglos mediante RT-qPCR

Con el objetivo de validar los datos obtenidos a partir del anélisis de microarreglo
entre MPxCP™" y mpxcpT42W*, se empled la técnica de RT-qPCR y se analiz6 la
expresion de los 28 genes de tabaco que presentaron expresion diferencial. Se
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cuantificaron los niveles de expresion relativa de 23 transcriptos (que pudieron ser
amplificados por PCR) en la linea transgénica MPxCP™**Y con respecto a la linea control
mpxcpT42W*y se utiliz6 como gen de referencia el EF-1a, previamente seleccionado. A su
vez, de estos 23 genes, fue posible validar la expresion de 19 de ellos (Fig 2.4). Por lo
tanto, se pudo confirmar un 69% de la informacion obtenida en el andlisis de
microarreglos. Este porcentaje es elevado considerando que se utilizd una matriz de

tomate para ser hibridada con material genético de tabaco.

SGN-U443197 ND
SGN-U425185 ND
SGN-U444454
SGN-U443543
SGN-U445842
SGN-U431343
SGN-U443437
SGN-U426225
SGN-U474793
SGN-U435843
SGN-U443635
SGN-U449026
SGN-U436888
SGN-U447185
SGN-U436722
SGN-U438453

%
[ —3—
SGN-U449198
SGN-U471865 ND
SGN-U450319
SGN-U436888
SGN-U446655
SGN-U438230
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%
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Figura 2.4. Grafico de andlisis de expresion relativa obtenido mediante RT-qPCR. Se
efectud la validacion de los 28 transcriptos diferencialmente expresados de acuerdo al
andlisis de microarreglos. Las barras indican los niveles de expresion diferencial (log-2)
de genes entre las lineas MPxCP™" y mpxcpT42W*. Las barras grises corresponden a
transcriptos que pudieron ser validados, las barras blancas muestran genes cuya expresion
fue diferente a la obtenida por el analisis de microarreglos y ND corresponde a aquellos
transcriptos que no pudieron ser amplificados por PCR. Se utiliz6 como control interno el
gen de referencia EF-1a.

Estrés oxidativo
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2.4. Discusion

Existen en la bibliografia numerosos trabajos en los que se han determinado los
perfiles globales de expresion génica de plantas infectadas con diversos virus, donde se
utiliza la tecnologia de microarreglos (Golem y Culver, 2003; Whitham et al., 2003;
Huang et al., 2005; Lu et al., 2012) y mucho mds recientemente se ha comenzado a
utilizar la tecnologia de RNA-seq (secuenciacion masiva de ARNs) (Hillung et al., 2012).
Por otra parte, se han publicado trabajos donde se realizaron meta-analisis de datos de
numerosos microarreglos en simultaneo, donde se integran datos provenientes de perfiles
de expresion diferencial de genes en respuesta a muchas infecciones virales de distinta
naturaleza (Postnikova y Nemchinov, 2012; Rodrigo et al., 2012). En todos los trabajos
se detectaron una gran variedad de cambios en la expresion de genes, tanto sobre-
expresados como reprimidos, implicados en procesos biologicos diversos como
biosintesis y metabolismo, pared celular, fotosintesis, transduccion de sefales, respuestas
a estreses bidticos y abioticos y defensa. Consecuentemente, existe un gran conjunto de
genes que se alteran durante el transcurso de una infeccién viral y existen muchos
mecanismos comunes entre los diferentes virus. De acuerdo al perfil global de expresion
diferencial obtenido en este trabajo, se comprobd que numerosos genes alterados estan
implicados en procesos biologicos similares a los descriptos en trabajos anteriores,
aunque sus niveles de expresion (aumentada o reprimida) muchas veces es opuesta,
indicando que la expresion de CP™" y MP podria producir efectos diferentes en la
expresion génica de tabaco a la observada en la infeccion sistémica de TMV. A nivel
global, se pudo observar que muchos de los genes diferencialmente expresados en la linea
MPxCP™¥ mostraron niveles de expresién disminuidos con respecto a los controles
mpxcpT42W*. Ya ha sido previamente estudiado que los virus son capaces de modificar las
demandas del huésped para favorecer su replicacion mediante la disminucion de la
expresion de genes especificos del mismo (Aranda y Maule, 1998). Este efecto fue
denominado shut off 'y en plantas incluye varios aspectos que comprometen la fisiologia y
la defensa de amplio espectro (Havelda y Maule, 2000; Maule et al., 2002; Pallas y
Garcia, 2011; Bazzini et al., 2011). El shut off ha sido descripto como un efecto
transitorio que ocurre durante etapas de replicacion viral intensa. Sin embargo, Havelda
et al (2008) demostraron que algunos virus de ARN inducen la disminucion de la
expresion de genes cuando el virus no se encuentra en etapas de replicacion activa.
Inclusive, demostraron que el shut off puede persistir por varias semanas. Los datos
obtenidos a partir del analisis de microarreglo y su confirmacion mediante RT-qPCR
demuestran que la expresion estable de ambas proteinas virales, CP™**" y MP en tabaco
parece inducir un efecto shut off especifico y persistente, afectando la expresion de genes
implicados en la regulacion redox, biosintesis de &cido ascorbico y regulacion de
hormonas involucradas en mecanismos de defensa. En los meta-andlisis de datos
realizados por Postnikova y Nemchinov (2012) se observa que las etapas tempranas no
sintomaticas, de infecciones virales compatibles, se caracterizan por presentar una
induccion masiva de genes implicados en procesos biosintéticos y metabolicos,
fotosintéticos y de respuesta a estreses bidticos y abioticos. Sin embargo, cuando las
plantas han sido invadidas sistémicamente, se produce una represion en la expresion de
genes de respuesta a estrés, incluyendo defensa inmune, estrés oxidativo y también
deposicion de calosa y pared celular. Este efecto parece ser similar al observado en las
plantas de la linea MPxCP™**Y aunque en este caso es absolutamente independiente de la
replicacion viral activa por tratarse de la expresion estable de unicamente dos proteinas
virales. Asimismo, este efecto es independiente de la deplecion de recursos del huésped
que es habitual cuando las demandas del virus re direccionan los mismos a favor de la
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sintesis de proteinas y acidos nucleicos virales (Bazzini et al., 2011), dado que la
acumulacién de CP™" y MP en la linea transgénica de tabaco es significativamente
menor que en la infeccidn sistémica con TMV (Bazzini et al., 2007).

Los genes que mostraron disminuida su expresion pertenecen a diferentes
categorias funcionales. Por ejemplo, en el subgrupo de genes implicados en estrés
oxidativo, que incluye vias de detoxificacion de especies reactivas de oxigeno, CSD2 y
APX1 mostraron reducciones en su expresion. Del mismo modo, genes implicados en la
biosintesis de compuestos antioxidantes como el acido ascorbico (GMP1 y un putativo
transportador de ascorbato similar a AtNAT6) también resultados reprimidos. Asimismo,
los transcriptos validados en los subgrupos de respuesta a hormonas, transduccién de
sefales, regulacion transcripcional y metabolismo también muestran niveles de expresion
reducida. Esto sugiere que la presencia de las proteinas CP™"Y y MP podria estar
modulando estas vias a través de la regulacion transcripcional de los genes implicados en
las mismas. Por el contrario, este efecto shu off no se observé en todos los genes, dado
que un subgrupo de genes implicados en procesamiento y degradacion de ARN mostro
incrementos en sus niveles de expresion (un putativo componente del ARN exosoma y
una ARN helicasa RH51). Esto ultimo permite hipotetizar que la presencia de CP™**V y
MP, sin funcidon supresora del silenciamiento comprobada, podria estar modulando
indirectamente los mecanismos de degradacion de ARN o como contraparte, la planta
podria activar su expresion como mecanismo de defensa antiviral.

La verificacion y validacion de los resultados obtenidos mediante anélisis de
microarreglos a través de otra técnica de cuantificacion de ARN independiente es un
elemento deseable en todo experimento. Para ello pueden ser utilizadas las técnicas de
Northern blot, hibridacion in situ o RT-qPCR. Se ha determinado que la reaccion de RT-
gPCR es la técnica mas conveniente para efectuar este tipo de validaciones (Rajeevan et
al., 2001; Qin et al., 2006) y estudios previos muestran que la correlacion entre los datos
obtenidos utilizando microarreglos Affymetrix (procesados mediante el método RMA y el
algoritmo MAS 5.0) y RT-qPCR es generalmente robusta (r = 0,89) (Dallas et al., 2005).
En la bibliografia, se encontraron numerosos trabajos que utilizan la técnica de RT-qPCR
para verificar los resultados obtenidos mediante analisis de microarreglos (Jain et al.,
2008; Soitamo et al., 2011).

Con respecto a la puesta a punto y ajuste de protocolos para la confeccion de RT-
gPCRs se consideraron aspectos relacionados a la seleccion de un método confiable de
estimacion de eficiencias de PCR, normalizacion de los niveles de expresion relativa
precisos y seleccion de genes de referencia para utilizar como control interno.

En primer lugar, se decidi6 utilizar el programa LinRegPCR porque considera la
eficiencia de cada PCR individualmente, luego promedia los datos y no requiere de la
elaboracion de curvas estandar, utilizando un conjunto de diluciones seriadas de una
muestra y mediante la formula E =107"Perdientel qonde la pendiente se calcula mediante
una regresion lineal de la concentracion de la dilucién seriada versus el Ct de cada
dilucion (Rasmussen et al., 2001). Este método presenta diversos inconvenientes, como
errores en la asignacion de la linea de base o treshold obtenido manualmente o
establecido arbitrariamente por el programa que utiliza el equipo de RT-qPCR (Tichopad
et al., 2003; Liu y Saint, 2002). Pueden generarse defectos en el calculo de expresion
relativa debido al uso de un valor de eficiencia calculado en una corrida de PCR y
extrapolado posteriormente a otros experimentos independientes, siendo que cada
reaccion puede variar en funcion de diversos factores, como los reactivos utilizados en
cada corrida (Farriol y Orta, 2005). Los métodos que se plantean como alternativa para
superar estos inconvenientes son muy laboriosos y costosos. El primer método consiste
en elaborar una curva estandar y un valor de eficiencia por cada corrida individual y el
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otro método consiste en utilizar una curva de calibracion promedio, derivada del conjunto
de datos obtenidos durante un ano de corridas (Ovstebo et al., 2003). Por todos estos
motivos se considerd que el método utilizado por el programa LinReg es el més adecuado
para la estimacion de la eficiencia de amplificacion.

Por otra parte, se selecciond el método de normalizacion desarrollado por Pfaffl et
al (2001) dado que se considerd el mas adecuado y preciso por involucrar la eficiencia de
PCR en la cuantificacion de la expresion relativa. Existen otros métodos como el

desarrollado por Livak y Schmittgen (2001), denominado Z'AACt, cuyo modelo
matematico es similar al desarrollado por Pfaffl et al (2001), aunque no considera el valor
de eficiencia, es decir requiere que los genes analizados (el gen de interés y el de
referencia) tengan la misma eficiencia. Esto muchas veces en la practica es dificil de
lograr y podria ser un factor introductor de errores en la normalizacion y la cuantificacion
relativa.

Posteriormente, para decidir qué genes de referencia utilizar como control interno
se realizd una evaluacion enfocada al sistema en estudio. La estabilidad de un gen de
referencia es muy importante para los analisis de expresion mediante RT-qPCR (Guenin
et al., 2009). De acuerdo a los resultados obtenidos por diversos trabajos, se suelen
considerar para el analisis de estabilidad genes housekeeping, dado que son necesarios en
todos los tejidos y estadio ontogénico. Estudios de estabilidad de potenciales genes de
referencia en plantas de tabaco en diferentes estadios del desarrollo y bajo condiciones de
estrés abidtico demostraron que entre 8 candidatos los mas estables son L25 y EF-la
(Schmidt y Delaney, 2010). En otro estudio realizado en plantas de papa (Solanum
tuberosum) evaluadas en condiciones de estrés bidtico y abidtico, las determinaciones de
estabilidad realizadas también indicaron que el gen EF-1a es el més estable (Nicot ef al.,
2005). Sin embargo, tejidos foliares y de raiz de plantas de tomate sometidas a
infecciones con 5 virus no emparentados y un viroide indicaron que mediante los
algoritmos utilizados, los genes mas estables son gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
y ubiquitina mientras que los que mostraron niveles altamente variables son el ARN
ribosomal 18S y el EF-la (Mascia et al., 2010). El andlisis de estabilidad de genes de
referencia realizado por Lilly et al., (2011) en Arabidopsis infectadas con virus (grupos
de plantas infectadas con 5 virus diferentes) donde se evaluaron genes candidatos, se
seleccionaron como mas estables una proteina F-box y el gen EF-1a. No obstante, en el
trabajo de Havelda et al., (2008) se demuestra claramente que ciertos virus a ARN, entre
los cuales el TMV no fue evaluado, provocan una disminucidn persistente en la expresion
de los genes gliceraldehido fosfato deshidrogenasa A y Tub2. Si bien en la bibliografia se
dispone de una gran cantidad de trabajos donde se ha estudiado la estabilidad de
expresion de diferentes genes candidatos bajo diversas condiciones experimentales,
existen pocas coincidencias acerca de cual es el gen de referencia mas adecuado para
cada situacion particular en estudio. Es por esta razéon que se decidid evaluar cuatro
candidatos en el sistema de estudio de este trabajo.

Para finalizar, la etapa del analisis estadistico de los datos de RT-qPCR, donde se
evaludé si las diferencias de expresion entre una muestra y un control fueron
significativas, se realizaron mediante el uso del programa fgStatistics. Existe en la
bibliografia una robusta herramienta para el analisis de datos de expresion relativa
denominada RESTO (Pfaffl er al, 2002) que utiliza como modelo matematico el
algoritmo desarrollado por Pfaffl et al, (2001) e incluye un test estadistico de
randomizacion de a pares (Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test©). Sin
embargo, en este trabajo se decidié utilizar la herramienta fgStatistics (Grupo Infostat)
dado que utiliza las mismas herramientas que el anterior, pero a diferencia de éste
considera el error introducido en el valor de Ct tanto por las réplicas biologicas de cada
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tratamiento como por las réplicas técnicas. La herramienta REST©O considera un valor de
Ct representativo de cada réplica bioldgica como el promedio de las réplicas técnicas sin
tener en cuenta esta importante fuente de variacion.

2.5. Conclusiones

En conclusion, los resultados obtenidos en este capitulo han podido demostrar
que:
- La expresion transgénica de las proteinas virales CP™**" y MP en plantas de tabaco son
capaces de producir alteraciones en el perfil global de expresion génica.
- Los genes cuyo nivel de acumulacién se encontrd alterado pertenecen a vias
metabolicas relacionadas con estrés oxidativo, respuesta a hormonas, senalizacion,
regulacion de la transcripcion, procesamiento de ARN, metabolismo y fotosintesis. Los
dos primeros grupos mostraron niveles de expresion disminuidos, sugiriendo que las
plantas MPxCP™*Y presentarian un shut off especifico independiente de la replicacion
viral. Por otro lado, los aumentos de expresion de los genes implicados en el
procesamiento y degradacion de ARN sugieren que la planta estaria activando
mecanismos antivirales o de contradefensa.
- Con el objetivo de verificar los resultados obtenidos por el analisis de microarreglos se
evaluaron criticamente y se pusieron a punto protocolos para realizar cuantificaciones de
expresion relativa de genes mediante RT-qPCR, que involucran diversas etapas de
experimentacion y analisis.
- Finalmente, se logr6 validar la expresion del 69% de los genes obtenidos por el analisis
de microarreglos.

En este capitulo se establecieron los puntos de partida que enmarcan el eje de este
trabajo. La informacion obtenida en el andlisis de microarreglos permitid la generacion de
las hipotesis que son estudiadas con mayor detalle en los siguientes capitulos.



CAPITULO 3

Estudio del efecto de MP y CP"Y en la defensa basal e innata
y en la respuesta a diferentes estreses bioticos
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3.1. Introduccion

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de microarreglos, el perfil
global de expresion diferencial de genes demostr6 que en las plantas de la linea
MPxCP™Y un grupo de genes reducen su expresion con respecto a los controles
mpxcp' V. Estos resultados llevan al interrogante de determinar si este efecto, que
también parece ser especifico de algunos procesos biologicos, es similar en plantas de las
lineas CP™" y MP individuales. De esta manera se podria asignar roles especificos a
cada una de las proteinas virales en la interaccion planta-virus y también determinar si el
impacto de la co-expresion es una sumatoria de los efectos individuales o un producto
diferente y exclusivo del complejo formado por CP™*Y y MP (Asurmendi et al., 2004).
Como se demostro en el capitulo 2, la mayor parte de los genes validados clasificados
dentro de los subgrupos mas representados, es decir estrés oxidativo (genes de biosintesis
de 4acido ascorbico y de detoxificacion de ERO) y regulacion hormonal (genes
posiblemente involucrados en la via de sefializacién mediada por SA) mostraron una
depresion general en sus niveles de expresion en plantas de la linea MPxCP™V.
Considerando la notable reduccion en los niveles de expresion de genes involucrados en
estos procesos bioldgicos, se podria hipotetizar que las proteinas virales son capaces de
modular la activacion de la defensa del huésped a favor de la replicacion viral. Por este
motivo, este capitulo se focaliza en el estudio de genes y vias metabolicas asociadas a
estrés oxidativo y respuestas de defensa dependientes de hormonas, como SA y JA (dado
su rol antagénico en la activacion de la defensa). Para extender el estudio de estos
mecanismos se seleccionaron otros genes, implicados en la regulacion del estado redox y
de respuesta a hormonas de defensa en plantas, que no fueron detectados en el andlisis de
microarreglo. Adicionalmente, se extendid el estudio a las lineas transgénicas parentales,
que expresan CP™*V y MP individualmente. Por otro lado se evalud la respuesta de
defensa frente a diferentes tipos de patdgenos en plantas de todas las lineas transgénicas y
en plantas de tabaco salvajes (SX) con el fin de tener una visiéon de mayor alcance hacia
diferentes respuestas de defensa. Finalmente, se realizaron ensayos funcionales mediante
la técnica de VIGS (Virus Induced Gene Silencing) en Nicotiana benthamiana para
determinar si las respuestas observadas en las plantas transgénicas se correlacionan con el
efecto producido por genes individuales.

3.2. Material y métodos

3.2.1 Tinciones histoquimicas para determinacion de ERO y muerte celular en
tejido foliar de tabaco

Se tomaron muestras de hojas de tabaco salvaje y de cada una de las lineas
transgénicas (material correspondiente a la cuarta hoja de plantas de 6 semanas de edad).
Para realizar tincién histoquimica mediante la técnica de DAB (diaminobencidina), que
permite detectar la acumulacion de peréxido de hidrogeno, se incubaron los tejidos
foliares recientemente colectados en 1 mgmL' de DAB-HCI, pH 3.8, como fue
previamente descripto por Thordal-Chriestensen (1997) con algunas modificaciones. Para
la tincidon histoquimica con NBT (Nitroblue Tetrazolium), que permite detectar la
acumulacion de iones superoxido, los tejidos foliares recientemente colectados se
sumergieron en una solucion de NBT 0.1% en 50 mM de fosfato de potasio, pH 7.8,
como fue previamente descripto por (Wohlgemuth ez al, 2002). Para ambas tinciones, las
soluciones fueron infiltradas en los tejidos con auxilio de pequefios pulsos de vacio de 2
minutos y posteriormente incubadas en oscuridad por 16 hs (solucion DAB) y 2 hs
(solucion NBT). El exceso de colorante y los pigmentos foliares fueron removidos
mediante sucesivos lavados con etanol (90%, v/v) caliente. Luego, el material fue
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observado bajo estéreo microscopio Optico. El peroxido de hidrogeno se visualiza como
un precipitado marrén y los iones superdxido se detectan cuando un precipitado de
formazan, color azul, aparece depositado en los tejidos foliares. Finalmente, para la
deteccion de muerte celular, los tejidos foliares se llevaron a ebullicion durante 30
minutos, en una solucién compuesta por 10 mL de 4&cido lactico 90% (v/v), 10 mL de
glicerol 87% (v/v), 10 mL de azul de tripan y 10 g de fenol. Luego, los tejidos fueron
aclarados con hidrato de cloral (2.5 mg/mL™), conservados en etanol 96% (v/v) y
examinados bajo microscopia optica.

3.2.2. Determinacion de acido ascorbico total y acido dehidroascorbico en tejido
foliar de tabaco

El protocolo para determinar acido ascorbico total (ASC) y su forma oxidada, el
acido dehidroascorbico (DHA) wutiliza HPLC con deteccion electroquimica
amperométrica y fue descripto por Diliberto ef al. (1983). Para la determinacion de ASC
y DHA se inyectaron muestras en columnas Cg de silica en fase reversa (particulas de 5
pm, 150X4,6 mm, HL90-5s, Bio-Sil, Bio-Rad). La fase movil compuesta por una
solucion de KH,P04 (100 mM) a pH 3,0 (con acido fosforico) fue corrida isocraticamente
con un flujo de 0,5 mL/min. El pico de ASC se observo a 3,5 min. La concentracion de
ASC total (reducido més oxidado) fue determinada luego de reducir con DTT (1 mM). La
cantidad de DHA se determind como la diferencia entre las 4reas de los picos de las
formas reducida y no reducida.

3.2.3. Determinacion de acido salicilico (SA) y acido jasmoénico (JA)

Procedimiento de extraccion y purificacion: SA y JA fueron extraidos de tejidos foliares
liofilizados, de acuerdo al protocolo de Durgbanshi (2005) con algunas modificaciones.
Como estandares internos para JA se utilizaron 100 ng de JA (¢ H6)-JA y é4cido12-oxo-
fitodienoico (*H5) OPDA. Para cuantificar SA se utilizd como estandar interno 100 ng de
SA-(PH6).

Procedimientos para la cromatografia y espectrometria de masas (LC-ESI-MS/MS): Para
la cromatografia liquida de alta performance se utilizé un sistema Waters (Milford, MA)
Alliance 2690. Se inyectaron alicuotas de 20 puL en un sistema de columnas C;g de fase
reversa Nucleosil ODS (100 mm X 2.1 mm, 3-um). Las fitohormonas fueron eluidas
comenzando con un gradiente inicial de metanol 40% y agua:etanol 60%. Luego, 25
minutos después, con metanol 80% y agua: etanol 20%. La identificacion y
cuantificacion se efectuaron mediante la insercion de efluentes con un electrospray de
ionizacion negativa (ESI-MS/MS) dentro de un espectrometro de masas triple-cuadrupolo
(Quattro Ultima™, Micromass) acoplado a HPLC.

Para la identificacion, la espectrometria de masa fue operada con MTM
(monitoreo de multimple reaccidon) y el software MassLynx™ v.4.1 (Micromass,
Manchester, Inglaterra). Para la cuantificacion se utilizo el software QuanLynx™ v.4.1
(Micromass, Manchester, Inglaterra). Las determinaciones de SA y JA fueron realizadas
en el laboratorio del Dr Sergio Alemano, Departamento de Ciencias Naturales, FCEF-
QyN, Universidad Nacional de Rio Cuarto (Cordoba).

3.2.4. Procedimiento de infeccion con TMV

Para inocular plantas de tabaco o de Nicotiana benthamiana, se frotd
delicadamente una hoja expandida con carborundum y 20 pl de una solucion de NaHPOg4
20 mM a pH 7, conteniendo viriones de TMV semi-purificados. Para tomar muestras, se
procedio a colectar la tercera hoja hacia arriba de la hoja inoculada. La obtencion de
proteina viral en tejido infectado se realizdé mediante una extraccién de proteina total de
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tejidos foliares con PBS a pH 7.2 y posterior cuantificacion con Quick Start Bradford
Protein Assay kit (Bio-Rad). Para la deteccion del virus TMV se empled la técnica de
ELISA, como fue previamente descripto por Bazzini et al. (2006).

3.2.5. Transcripcion in vitro de ARN de TMV

Para la transcripcion in vitro de ARN de TMV, ADNc de ARN viral infectivo se
linealizé con Kpnl y se transcribié in vitro con ayuda de MEGAscript® T7 in vitro
transcription kit (Ambion). A la reaccion se adiciond m7G (5")ppp(5')G Cap Analog
(Ambion) para sintetizar moléculas de ARN con estructura de capp 5'. El ARN viral fue
frotado suavemente en hojas expandidas de plantas de 6 semanas de edad. La toma de
muestras y deteccion se realizé de igual modo que en 3.2.4.

3.2.6. Procedimiento de inoculacion con Pseudomonas syringae

Cepas bacterianas e infeccion: las cepas bacterianas de Pseudomonas syringae pv. tabaci
(cedidas gentilmente por la Dra. Malena Alvarez) fueron cultivadas en medio King’s B
conteniendo 25 mg/L™ de rifampicina y 2 mg/L™" de tetraciclina a 28°C y agitacion a 200
rpm por 24 hs y posteriormente se centrifugaron 5 minutos a 4000 rpm. Los sedimentos
bacterianos se resuspendieron en MgCl, 10 mM vy se ajustd la concentracién a 10°
cfu/mL". Se inocularon bacterias en solucién, en hojas completamente expandidas de
plantas de tabaco de 6 semanas de edad, utilizando jeringas hipodérmicas sin aguja. Los
controles fueron inoculados con MgCl, 10 mM sin bacterias.

Recuento de bacterias: luego de 48 horas post-infiltracion, se colectaron discos foliares
de zonas infiltradas y el tejido fue homogeneizado en una solucion de MgCl, 10 mM,
para liberar las bacterias de los tejidos. El contenido de proteina total fue utilizado como
medida para ajustar concentraciones equivalentes previamente al recuento bacteriano. La
concentracion de proteina total se determind mediante Quick Start Bradford Protein
Assay kit (Bio-Rad). Se plaquearon 20 pl de diluciones en medio selectivo King’s B
durante 16 hs a 28°C. Las concentraciones se ajustaron para obtener un numero
aproximado de 20-400 colonias por placa. El recuento bacteriano fue obtenido a través
del calculo: n° de colonias / volumen placa * factor de dilucion.

3.2.7. Procedimiento de inoculacion con Sclerotinia sclerotiorum

Se cultivo en placas de Petri conteniendo medio PDA (potato dextrose agar) un
aislado de Sclerotinia sclerotiorum (cedido gentilmente por Ing. Agr. Dora Barreto, del
Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola de INTA Castelar) como fue previamente
descripto por Godoy (1990). Luego de 4 dias de cultivo, se cortaron discos de agar de 5
mm de didmetro conteniendo micelios fingicos. La superficie del disco de agar
conteniendo micelios fue colocada sobre la cara adaxial de hojas de tabaco. Las hojas de
tabaco, previamente cortadas fueron mantenidas dentro de placas de Petri con papel de
filtro embebido en agua. Las placas se incubaron a 26°C y luz continua. Los sintomas de
la infeccion con Sclerotinia sclerotiorum fueron monitoreados cada 24 hs durante un
periodo de 6 dias.

3.2.8. Silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) para ensayos funcionales
con el gen GMP1 en N. benthamiana

Clonado de un fragmento de GMP1 y construccion del vector para VIGS: para amplificar
un fragmento de ADNc de GMP1 en N. benthamiana, se utilizaron oligonucledtidos
cuyas secuencias fueron: 5’-GTACTCGGCTGAGGCCATTG-3’ y 5’-
CCAGCAGGTAAAT TCCAGCG -3’ (de izquierda a derecha). Se obtuvo un fragmento
de ADNc de 506 pb que fue clonado en un vector pCR*8/GW/TOPO® (Invitrogen) y
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posteriormente verificado mediante secuenciacion. El fragmento de GMP1 fue
introducido en un vector pTRV2-GW (Liu et al., 2002) mediante una reacciéon de
recombinacion LR (LR Clonase Enzyme Mix de Invitrogen). Plasmidos conteniendo el
fragmento GMP1 (pTRV2-gmpl) fueron electroporados en la cepa GV3101 de
Agrobacterium tumefaciens y cultivados en medio selectivo LB con gentamicina 50
mg/L" y kanamicina 50 mg/L™".

Agroinfiltracion y confirmacion del silenciamiento: se cultivaron en medio LB selectivo
Agrobacterium GV3101 transformadas con plasmidos pTRV1, pTRV2-gfp (controles) y
pTRV2-gmpl durante 24 hs a 28°C. Las células fueron centrifugadas y los sedimentos
bacterianos se resuspendieron en una solucion de MES (10 mM MgCl, y 10 mM MES)
con 200 mM de acetosyringona, y una ODgo de 1. La suspension fue mantenida a
temperatura ambiente durante 3 a 4 hs. Posteriormente, se mezclaron alicuotas
equivalentes de GV3101-pTRV1 y pTRV2 con las distintas construcciones (gfp o gmpl).
Se agroinfiltraron plantas de 4 o 5 hojas de Nicotiana benthamiana como fue previamente
descripto por Liu ef al. (2002). Se colectaron muestras de tejido foliar 20 dias luego de
transcurrida la agroinfiltraciéon. Las muestras se congelaron a -80°C y se confirmé el
silenciamiento de GMP1 mediante RT-qPCR y oligonucleétidos especificos, que
amplifican una region del gen no contenida en el fragmento de 506 pb. Las secuencias de
estos oligonucleoétidos son 5’-TTCCCAAAAATTGCAGCGG-3’ y 5’-
CGCAACATCTGGTCCAATCAA-3’ (de izquierda a derecha).

3.2.9. Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos empleados para realizar comparaciones en los
experimentos de determinacion de acido ascérbico, SA y JA y niveles de infeccion con
TMYV se realizaron mediante el método one-way ANOVA y posterior analisis con Dunnet
post-test (determinacion de acido ascorbico, SA y JA e infecciones con TMV). Para los
analisis de las infecciones con P.syringae y S.sclerotiorum se utilizd Kruskal-Wallis con
Dunns post-test. Para estos andlisis se utilizaron los programas de andlisis estadisticos
GraphPad Prism v.5 (http://www.graphpad.com/) e InfoStat (InfoStat version 2008.
Grupo InfoStat. FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina). El nivel de
significancia fue establecido para todos los analisis fue de a= 0,05.

3.3. Resultados

3.3.1. Determinacion de ERO y muerte celular

Dada la reduccion en la expresion de genes implicados en el balance redox y
detoxificacién de ERO en plantas de la linea MPxCP"**V, segun los perfiles obtenidos de
expresion global, se evaluaron los niveles de acumulacion de peroxido de hidrogeno e
iones superdxido, asi como la tasa de muerte celular en tejidos foliares. Se extendio el
analisis a las lineas transgénicas parentales de MPxCP™" y mpxcp'™V", es decir las
lineas CP™Y y MP. Se utilizaron como control plantas salvajes de Nicotiana tabacum
var. Xanthi (SX). Para la determinacion de peroxido de hidroégeno (H,O,) e iones
superoxido (O;") se utilizaron las tinciones histoquimicas DAB y NBT respectivamente.
Los resultados mostraron que las lineas transgénicas MP y MPxCP™*"V acumularon
niveles mas elevados de HO, y O;” en relacion a las plantas SX. Estos efectos fueron mas
pronunciados en las plantas MPxCP™Y, asi como también, esta linea mostro tasas
superiores de muerte celular en tejidos foliares, evaluados mediante tincion histoquimica
con azul de tripan (Fig 3.1).
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Figura 3.1. Determinaciéon de ERO mediante tinciones histoquimicas en tejido foliar de
tabaco de las lineas transgénicas CP™**V, MP, MPxCP"**V, mpxcpT42W* y controles no
transgénicos SX. A) Deteccion de peroxido de hidrégeno mediante tincion con DAB. B)
Deteccion de iones superoxido mediante tincion con NBT. C) Deteccion de focos de
muerte celular mediante tincién con azul de tripan. D) Analisis cuantitativos de A y B)
donde se muestran las diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
controles SX. Los * indican diferencias cuyos p-valores < 0,05.

3.3.2. Determinacion de acido ascorbico total (ASC) y ascorbico reducido (DHA)

El 4cido ascorbico es un agente reductor muy importante en las plantas y actia
minimizando los dafios causados por la acumulacion de radicales libres de oxigeno. Esta
presente en todos los compartimientos intra y extracelulares. Las plantas MPxCP™**V
mostraron reducciones significativas del nivel de acumulacion de GMP1, implicada en la
biosintesis de acido ascorbico. Por este motivo, con la finalidad de evaluar el estado
redox en las plantas de las cuatro lineas transgénicas y los controles, se determinaron los
niveles de acumulacion de ASC total y reducido (la forma reducida constituye
usualmente el 90% del ASC total). Los resultados mostraron que las plantas de la linea
MPxCP'™" acumulan cantidades significativamente menores de ASC total y
consecuentemente de su forma reducida (Fig. 3.2). Dado que estas plantas acumulan mas
ERO vy adicionalmente, tienen su capacidad antioxidante reducida, es logico observar un
fenotipo asociado a estrés oxidativo superior que en plantas de la linea MP, y esto
explicaria también el aumento de la tasa de muerte celular observada. Por otra parte, las
plantas de la linea mpxcp' V" mostraron niveles normales de acumulacion de ERO,
muerte celular y ASC, confirmando que el efecto es consecuencia de la expresion de las
proteinas MP y CP™¥, Finalmente, la linea parental CP™*" mostr6 los mismos niveles
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de ERO, muerte celular y ASC que los controles SX, sugiriendo que individualmente es
incapaz de generar respuesta de estrés, aunque al ser expresada en conjunto con MP,
parece incrementar la severidad del efecto de esta ultima.
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Figura 3.2. Determinacion de 4cido ascorbico total y reducido (ASC y DHA) mediante
cromatografia (HPLC) en plantas de las lineas transgénicas CP'*", MP, MPxCP"*V (1 y
2) y mpxcp *™'. En este caso se utilizaron dos lineas isogénicas 1 y 2 que expresan
ambas proteinas virales. Los * muestran las diferencias estadisticamente significativas
obtenidas mediante ANOVA con p-valor < 0,05.

3.3.3. Cuantificacion relativa de genes implicados en balance redox y detoxificacion
de ERO.

Para controlar los niveles de ERO y mantener un adecuado balance redox, las
células vegetales, dependiendo del estado fisioldégico de la planta y del tejido
involucrado, activan diversas vias para la produccion de compuestos antioxidantes, tales
como el acido ascorbico, glutation, tocoferoles, etc. Ademas, muchas otras enzimas
forman parte de la maquinaria detoxificante de ERO. En base a los resultados obtenidos
en el perfil de expresion génica, que mostrd alteraciones de expresion en un grupo de
genes implicados en vias de biosintesis de antioxidantes (GMP1 y un transportador de
ASC) y detoxificacion (APX y CSD2); y en conjunto con los resultados de las
determinaciones de ERO, muerte celular y ASC, se decidio profundizar en el estudio de
la regulacion génica de mecanismos de respuesta a estrés oxidativo. Para esto se
cuantificé la expresion de genes implicados en detoxificacion de ERO y biosintesis de
ASC en las lineas transgénicas y los controles SX, mediante RT-qPCR.

En este caso, se incluyeron en el andlisis plantas SX infectadas con TMV, en una
etapa temprana de la infeccion (6 dpi, dias post-infeccion), donde el virus no ha
alcanzado aun el tejido sistémico y una etapa tardia (18 dpi) en la que se encontraron
elevados niveles de acumulacion viral. Esta informacion se obtuvo mediante
cuantificacion por ELISA de la acumulacion de CP de TMV (NC _001367) en los
diferentes tiempos de infeccidon con respecto a controles no infectados (Fig. 3.3).
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Figura 3.3. Niveles de acumulacion de CP de TMV (determinados mediante ELISA) en
plantas de tabaco infectadas con TMV a 6 y 18 dpi. A 6 dpi no se detecté6 acumulacion de
particulas virales en muestras de tejido sistémico. Los valores corresponden al promedio
de 8 plantas por tiempo de muestreo. Las diferencias estadisticamente significativas
indicadas por *** corresponden a p-valores < 0,005.

Las cuantificaciones relativas de genes implicados en vias de biosintesis de ASC y
de detoxificacion de ERO mostraron que, en primer lugar el gen que codifica para GDP-
manosa pirofosforilasa 1 (GMP1) (SGN-U442525), implicada en la biosintesis de ASC,
redujo su expresion en las plantas MPxCP™*" (coincidiendo con los niveles reducidos de
ASC) y por el contrario, sus niveles aumentaron en plantas de tabaco infectadas con
TMV (18dpi) (Fig. 3.4). En estos andlisis se utilizaron dos lineas isogénicas MPxCP™W
1 y 2, para corroborar los resultados de expresion obtenidos. El gen que codifica para la
enzima detoxificante ascorbato peroxidasa citosolica (cAPX1) (SGN-U448855) no
mostrd niveles de transcripcion alterados en las plantas transgénicas ni en plantas de
tabaco infectadas con TMV a 6 dpi, aunque resultod sobre-expresada en tabacos infectados
a 18 dpi. Por otra parte, la enzima Cu/Zn superdxido dismutasa cloropléstica (CSD2)
(SGN-U313819), mostrd niveles de transcriptos reducidos con respecto a los controles en
la linea MPxCP'™" y resultd sobre-expresada en infecciones tardias con TMV. (Fig.
3.4). Finalmente, los niveles de expresion relativa de la oxidasa alternativa (AOX) (SGN-
U450832) fueron inferiores en plantas de la linea MPxCP'*" y no mostraron aumentos
en las infecciones con TMV (Fig. 3.4). Ninguno de estos genes mostro6 cambios en los
niveles de transcripcion en plantas CP™" y mpxcpT42W*, en coincidencia con los
resultados previos, donde no se observaron cambios de acumulaciéon de ERO, muerte
celular y niveles de ASC en estas lineas. Al parecer, la reduccion de la expresion de
GMP1, CSD2 y AOX podria jugar un rol importante en el fenotipo asociado a estrés
observado en las plantas MPxCP™V. Se ha demostrado en trabajos anteriores que
cuando una planta sufre una infeccion sistémica con TMV, los niveles de expresion de
genes detoxificantes aumentan drasticamente (Fodor ef al., 1997; Li et al., 2005; Wise et
al., 2007). Sin embargo, las plantas que expresan MP no mostraron induccién de ninguno
de los genes evaluados, a pesar del desbalance redox que mostraron estas plantas. Mas
aun, la linea MPXCPT42W, mostrd reduccion en la acumulacion de estos genes. Estos
resultados sugieren que al menos la expresion de MP es capaz de producir un desbalance
en la activacion del sistema de detoxificacion de ERO, siendo en parte responsable del
desbalance redox observado en las lineas MP y MPxCP™*". Mas interesante atin resulta
el efecto de la co-expresion de MP y CP™V, donde el estrés oxidativo es més severo,
probablemente debido a la reduccion en la expresion de los genes de detoxificacion
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evaluados. Esto sugiere que en este caso, la expresion conjunta de MP y CP'™Y produce
un efecto diferente al observado cuando ambas proteinas se expresan individualmente.
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Figura 3.4. Niveles de expresion relativa (Log-2) obtenidos mediante RT-qPCR de
GMP1, cAPX1, CSD2 y AOX en tabacos de las lineas transgénicas, tabacos infectados
con TMV a 6 y 18 dpi y controles SX., Los graficos de barras representan la media +
errores estandar obtenidos a partir de 5 réplicas biologicas de cada linea. Se utilizaron dos
lineas isogénicas MPxCP™Y 1 y 2. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas entre lineas transgénicas e infectadas respecto a los
controles SX (* p-valores < 0,05 y ** p-valores < 0,01).

3.3.4. Determinacion de acido salicilico (SA) y acido jasmonico (JA)

Como fue establecido en el perfil de expresion génica, algunos transcriptos
implicados en regulacion hormonal exhibieron cambios en sus niveles de expresion en
plantas de tabaco de la linea MPxCP™Y. El 4cido salicilico ha sido ampliamente
descripto como una sefial hormonal implicada en la defensa en plantas (Durrant y Dong,
2004; Vlot et al., 2009). Se ha demostrado previamente que los niveles de SA aumentan
en plantas de tabaco resistentes a infecciones con TMV y esto se vio acompafiado de
aumentos en la expresion de genes PR (Malamy ef al., 1990; Vlot ef al., 2009; Grant y
Lamb, 2006). También se ha demostrado que el SA interactia con otras vias de
sefnalizacion hormonales, como es el caso del acido jasmoénico. Ambos compuestos
suelen jugar un rol antagénico en la defensa aunque la relacion entre SA y JA es
dependiente de dosis (Mur et al., 2006). Por estos motivos se determinaron los niveles de
acumulacion de SA y JA en plantas de tabaco transgénicas (en este caso se evaluaron las
lineas CP™Y, MP y la doble expresante MPxCP'*"™) y en los controles SX. Los
resultados mostraron que los niveles de SA sufrieron importantes incrementos en las
lineas MP y MPxCP™*" y se mantuvieron invariables en las plantas CP™" (Fig 3.5).
Por el contrario, los niveles de JA mostraron reducciones drasticas en las plantas que
expresan MP y MPxCP'*" y permanecieron invariables en la linea CP™*V (Fig. 3.5).
Estos resultados sugieren que la proteina viral MP seria reconocida por el sistema de
defensa de la planta, estaria generando una respuesta mediada por ERO (tal vez mediante
el desbalance de la detoxificacion) y activando la produccion de SA, es decir, podria ser
considerada un elicitor de defensa. Por otra parte, cuando se expresa CP'**Vde manera
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individual, no seria reconocida por el sistema de defensa, pero cuando es co-expresada
con MP pareceria exacerbar la respuesta elicitada por esta tltima.
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Figura 3.5. Niveles de acumulacion de acido salicilico y jasmoénico en tejido foliar
liofilizado de tabacos de las lineas transgénicas CP'™", MP y MPxCP'™" en
comparacion a los controles SX. Los datos fueron obtenidos mediante determinaciones
por HPLC. Los * indican diferencias estadisticamente significativas con p-valor < 0,05.

3.3.5. Cuantificacion relativa de genes implicados en respuesta a SA 'y JA

Con la finalidad de cuantificar los niveles de expresion de genes participantes de
la respuesta a acido salicilico (directa o indirectamente implicados en defensa viral), se
realizaron andlisis de expresion relativa mediante RT-qPCR en las cuatro lineas
transgénicas y los controles (nuevamente se utilizaron dos lineas isogénicas MPxCP™**"Y
1 y 2). En principio, se cuantifico la expresion de PR-1 (SGN-U444943), PR-2 (SGN-
U439941) y PR-5 (SGN-U446829). En concordancia con los resultados de la
determinacion de SA, los tres genes PR evaluados mostraron incrementos significativos
de expresion en las plantas que expresan MP y MPxCP™V (Fig. 3.6). Respuestas
similares fueron observadas en etapas tardias (18 dpi.) de infecciones con TMV. En la
linea isogénica mpxcpT42W*, asi como en etapas tempranas de la infeccion con TMV
(6dpi) no se detectaron cambios de expresion. Sin embargo, en la linea CP™W, no
solamente no se observaron incrementos, sino que, sorprendentemente, los niveles de PR-
1 sufrieron reducciones significativas.

Por otra parte, se cuantifico la expresion de RDR1 (NtRdRPI) (SGN-U431860),
un gen de respuesta a SA directamente implicado en la defensa contra virus mediante la
amplificacion de la sefal de silenciamiento antiviral (Xie et al., 2001). Este gen resulto
sobre-expresado en plantas infectadas con TMV (18 dpi), aunque en las lineas
transgénicas, no solamente no mostr6 incrementos (en MP y mpxcpT42W*) sino que suftio
reducciones significativas en las lineas CP™" y MPxCP™*V (Fig 3.6). Adicionalmente,
se demostrd que la expresion transgénica de MP y CP'™" no produce cambios de
acumulacion de RDR6 (SGN-U437134), otro componente de la defensa antiviral
implicado en la amplificacion de la sefal de silenciamiento (Curaba y Chen, 2008),
aunque el analisis de su expresion sugiere una induccion en infecciones con TMV en
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etapas tardias. Al parecer, los aumentos de expresion de RDR1 y RDR6 en infecciones
virales tardias parecen depender de la presencia de la replicasa viral y no de MP o CP.
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Figura 3.6. Niveles de expresion relativa (log-2) de genes involucrados en la respuesta a
acido salicilico: PR-1, PR-2 y PR-5 y genes responsables de amplificar la sefial de
silenciamiento antiviral, RDR1 y RDR6 en tabacos transgénicos de las lineas CP™**",
MP, MPxCP™¥ mpxcp™™’, junto a plantas infectadas con TMV (6 y 18 dpi) y
controles no transgénicos (SX). Las determinaciones fueron realizadas mediante RT-
gPCR. Las barras muestran la media y el error estdndar de 5 réplicas biologicas. Los
asteriscos indican las diferencias significativas entre plantas transgénicas y los controles
SX (* p-valor < 0,05 y ** p-valor <0,01).

Los resultados obtenidos, indicarian que la funciéon de MP como elicitor de
defensa también afecta la expresion de genes de respuesta a SA. Por otra parte, la
expresion de CP™Y no produjo cambios en la acumulacién de hormonas pero fue capaz
de modular la expresion de PR-1 y RDRI, reduciendo su expresion. Esto sugiere que la
proteina CP'™" podria jugar un rol negativo en la defensa, efecto que en el caso de la
expresion de RDR1, super6 la induccién por SA en las plantas MPxCP™*Y,

A partir de los resultados obtenidos en la caracterizacion de la defensa mediada
por hormonas, es posible concluir que cada proteina viral expresada individualmente
mostro ejercer efectos diferentes y a su vez, la co-expresion produjo un resultado que no
puede ser explicado por la sumatoria de los efectos individuales. Estos resultados
constituyen nuevos aportes a la compleja red de interaccion planta-virus.
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3.3.6. Evaluacion de la respuesta de defensa desarrollada frente a infecciones con
ARN desnudo de TMV

Las alteraciones del balance redox y de la activacion de genes de defensa en
respuesta a la expresion de MP y CP™Y podrian ser responsables de modular
diferencialmente la respuesta ante la invasion de las plantas de tabaco con diferentes
patdgenos. Con el objetivo de explorar los posibles efectos de la expresion individual de
CP™W y MP, asi como la co-expresion de ambas proteinas en relacion al desarrollo
normal de una infeccién con TMV en tabaco, se inocularon plantas de las cuatro lineas
transgénicas y los controles SX con ARN de TMV obtenido mediante transcripcion in
vitro. Se realiz6 una infeccion con ARN viral dado que de este modo se puede sobrepasar
considerablemente el efecto CP-MR vy la replicacion viral no se ve afectada.

En dos repeticiones independientes de este experimento, se inocularon 8 plantas
de cada linea transgénica y la acumulacion viral en tejido sistémico fue cuantificada
mediante ELISA a diferentes tiempos post inoculacion (6, 8, 10, 15, 20 y 25 dpi) (Fig. 3.7
A). Se monitored también el progreso de la infeccion viral y la severidad de los sintomas
(Fig. 3.7 B).

- En plantas de tabaco salvajes (SX), se detectaron particulas virales en tejido sistémico
en el 100% de las plantas inoculadas a partir de los 10 dpi, mientras que los niveles de
acumulacion viral maximos se alcanzaron (dentro del rango evaluado) a 25 dpi.

- Las plantas de la linea CP™Y fueron levemente resistentes a la infeccion, como ya fue
descripto previamente para infecciones con ARN de TMV (Bazzini et al., 2007). Sin
embargo, a 25 dpi, se detectaron virus en tejido sistémico en el 80% de las plantas
inoculadas, alcanzando niveles moderados de acumulacion viral y sintomas leves.

- La linea mpxcp " fue altamente resistente, solamente en el 60% de las plantas
inoculadas se detectaron virus en tejido sistémico en etapas tardias (25 dpi). Ademas, los
niveles de acumulacion fueron muy bajos y los sintomas practicamente imperceptibles.

- Las plantas de la linea MPxCP™V fueron ligeramente menos susceptibles a la
inoculaciéon con ARN de TMV que las plantas salvajes, contrariamente a lo esperado
dada la presencia de la proteina de capside. Se detectaron virus en tejido sistémico en el
100% de las plantas inoculadas a 10 dpi y los niveles de acumulacion alcanzados fueron
similares a los de las plantas SX. Sorprendentemente, esos niveles virales fueron los
maximos, pues luego de los 10 dpi se observé una caida en la acumulacion hasta lograr
una recuperacion parcial con 80% de plantas infectadas y una reduccion significativa de
la severidad de los sintomas.
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Figura 3.7. Efectos producidos por la infeccion con ARN desnudo de TMV. A) Los
graficos de barras muestran el porcentaje de plantas infectadas (ELISA positivo) en
tiempos sucesivos de la infeccion. Los graficos de lineas muestran el nivel de
acumulacion de CP (valores medios + errores estdndar de 8 repeticiones por linea)
cuantificados por ELISA en muestras tomadas a 0, 6, 8, 10, 15, 20 y 25 dpi. Las sombras
grises que destacan los 10 y 25 dpi indican los andlisis estadisticos realizados para
comparar la acumulacion viral entre lineas transgénicas y los controles SX. Los asteriscos
indican diferencias significativas * p-valores <0,05 ** p-valores < 0,01 y *** p-valores <
0,005). B) Sintomas diferenciales desarrollados en las lineas transgénicas y los controles
SX a 10 dpi. En el panel inferior se observa la reduccion de sintomas (recuperacion) en
tiempos tardios (25 dpi) observados en plantas de la linea MP. La flecha en negro de la
izquierda indica una hoja de la linea MP con sintomas severos y la flecha de la derecha
muestra una hoja con sintomas leves que demuestran la recuperacion.

- En plantas de la linea MP se observd un efecto similar, aunque en este caso la
susceptibilidad fue mayor, alcanzando niveles de acumulacion viral superiores a SX y un
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80% de plantas infectadas a 6 dpi. A 10 dpi se detecto la presencia de virus en el total de
plantas inoculadas. En en etapas tardias, las plantas de la linea MP mostraron una
recuperacién parcial inclusive superior a la observada en la linea MPxCP'™*". A los 25
dpi el porcentaje de plantas infectadas (medido en los nuevos tejidos sistémicos jovenes)
se redujo desde 100% a 60%. Los titulos virales fueron muy bajos y la severidad de los
sintomas se redujo significativamente.

En resumen, las plantas de la linea MPxCP™*¥ y MP son, de cierto modo, iguales
o mas susceptibles que las SX al ARN genémico desnudo de TMV en etapas tempranas
de la infeccidn y mas resistentes en etapas tardias, dada su capacidad de recuperacion
parcial.

3.3.7. Evaluacion de la respuesta de defensa desarrollada frente a infecciones con
patégenos hemibiotroficos

Con el objetivo de examinar como impacta la expresion de proteinas virales en la
respuesta de defensa ante patogenos con diferentes estrategias de invasion, se inocularon
plantas con bacterias hemibiotroficas Pseudomonas syringae pv tabaci que genera un tipo
de interaccion planta-patogeno diferente en relacion a TMV.

Para las infecciones con P. syringae pv tabaci se infiltraron hojas de tabaco con
soluciones conteniendo bacterias y se observé el desarrollo de lesiones necroéticas en las
areas foliares infiltradas. Se realizaron dos réplicas independientes del experimento de
infeccion y se obtuvieron resultados similares. Se inocularon un total de 8 plantas de cada
linea transgénica, CP™V, MP, MPxCP™V, mpxcpmzw* y los controles SX. Las lesiones
necréticas mas severas fueron desarrolladas por las lineas MP y MPxCP"*V (Fig. 3.8 A).
Luego de 48 hs, se colectaron discos foliares de las 4reas infiltradas y previa
homogeneizacioén se incubaron las muestras en medio King’s B agar durante 16 hs para
realizar el recuento bacteriano a modo de cuantificacion de la infeccion. En coincidencia
con la severidad de las lesiones necroticas foliares, los recuentos bacterianos fueron
significativamente mas elevados en las lineas MP y MPxCp™*V (Fig. 3.8 B). Por lo
tanto, las plantas que expresan MP y MPxCP"**% mostraron mayor susceptibilidad frente
a infecciones con P. syrinagae pv tabaci.
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Figura 3.8. Efectos de la infeccion con Pseudomonas syringae pv tabaci. A) Lesiones
necrdticas observadas en las lineas transgénicas y controles SX en tejidos foliares de
tabaco luego de 48 hs post inoculacion (hpi). B) El grafico de barras muestra la media +
errores estandar de la cantidad relativizada de unidades formadoras de colonias (UFC)
luego del recuento en placas. Las diferencias estadisticamente significativas se muestran
mediante *, que indican p-valores < 0,05.

3.3.8. Evaluacion de la respuesta de defensa desarrollada frente a infecciones con
patogenos necrotroficos

Con el objetivo de examinar como impacta la expresion de proteinas virales en la
respuesta de defensa ante patdgenos necrotroficos, se utilizd el hongo Sclerotinia
sclerotiorum, que activa mecanismos de defensa especificos distintos a Pseudomonas y a
su vez diferentes al virus TMV.

Se evaluo el desarrollo de sintomas en respuesta a infecciones causadas con el
hongo necrotrofico Sclerotinia sclerotiorum en las plantas transgénicas y los controles
SX.

La infecciones se realizaron depositando discos de dgar de 5 mm de didmetro
conteniendo micelios flingicos sobre la cara adaxial de hojas de tabaco. Se determiné el
tamano de las lesiones necrdticas desarrolladas durante 6 dias post-infeccion, en 8 plantas
infectadas de cada linea (Fig. 3.9 A). Nuevamente, los resultados de este ensayo son
representativos de dos réplicas independientes del experimento. En coincidencia con las
observaciones anteriores, Sclerotinia sclerotiorum parece producir lesiones necrdticas de
mayor superficie en las lineas MP y MPxCP™" (Fig. 3.9 B), mostrando que estas
plantas también son mas susceptibles a infecciones con hongos necrotréficos.
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Figura 3.9. Efectos causados por la infeccion con Sclerotinia sclerotiorum. A) Lesiones
necréticas producidas en tejidos foliares de tabacos de las lineas transgénicas y los
controles luego de 6 dias post inoculacion (dpi). B) Los graficos de barras representan la
media + errores estdndar de las cuantificaciones relativas del area foliar necrotica. Los
datos corresponden a 10 hojas por cada linea transgénica y controles SX. Las diferencias
estadisticamente significativas se muestran mediante * p-valor < 0,05.

3.3.9. Evaluacion del fenotipo desarrollado por el silenciamiento de GMP1
mediante la técnica de VIGS en N. benthamiana

En base a los resultados obtenidos en el perfil de expresion génica y las
posteriores validaciones y cuantificaciones relativas de genes mediante RT-qPCR, se
observd que el gen de la enzima GDP manosa pirofosforilasa (GMP1), mostré reducir
significativamente su expresion en plantas MPxCP"**V. Esta enzima esta implicada en la
biosintesis de 4cido ascorbico y al parecer es en gran medida responsable de las
disminuciones de ASC y DHA detectados en las plantas doble expresantes. Como ha sido
previamente demostrado, las mutantes vic-1 de Arabidopsis (knock-down del gen GMP1)
son deficientes en la biosintesis de acido ascorbico, muestran retardos en el crecimiento y
floracion (Conklin et al., 2000; Pastori et al., 2003), acumulan mayores niveles de EROs,
exhiben altas tasas de muerte celular, aumentos en la acumulacion de SA y expresion de
genes PR-1 y PR-5. También se ha demostrado que estas plantas son mas resistentes a
infecciones con P. syringae (Pavet et al., 2005; Colville and Smirnoff, 2008; Mukherjee
etal.,2010).

Por todas estas razones, se exploré en detalle la participacion de GMP1 en el
fenotipo de defensa desarrollado por las plantas que expresan CP™" y MP de TMV. Se
utilizé la técnica de silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) y un sistema basado
en vectores TRV para reducir la expresion de GMP1 en Nicotiana benthamiana tal como
fue observado en la linea transgénica de tabaco MPxCP'**V.

Se agroinfiltraron 30 plantas de N. bentahmiana (15 para cada construccion) con
vectores TRV conteniendo una secuencia parcial de GMP1 de 506 bp (Fig. 3.10 A) y se
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utiliz6 como control un vector TRV conteniendo secuencias parciales de GFP. Los
resultados obtenidos son representativos de al menos tres repeticiones independientes de
los experimentos. Se confirmo el silenciamiento sistémico de GMP1 mediante RT-qPCR
(Fig. 3.10 B).

A PTRV
BB >c=s [IRGREIN VP K - BB
pTRV2 W
BB 2355 Eo'gil, [ nos BB £
B = ¥ " D
1:5 ®-
£13 Ao
g 1.0
5 0.8
05
“o.0
TRV-gfo TRV-gmp1 TRV-gfp TRV-gmp1 TRV-gfp TRV-gmp1
E 10 PR-1 1.5
8 *k
6 1.0 *
— 2 —
CFE 0 C %3 0.0
5 TRV-gfp TRV-gmp1 S TRV-gfp TRV-gmp1
= 3.5 =
3.0 PR-2| § 20 CSD?
Z25 $15
W20 =
1:5 1.0
1.0
0.5 i 0.5 >
0.0
TRV-gfp TRV-gmp1 TRV-gfp TRV-gmp1

Figura 3.10. Efectos de la silenciamiento de GMP1 mediante VIGS sobre el desarrollo y
la regulacion redox de Nicotiana benthamiana. A) Esquema de las construcciones
utilizadas para agroinfiltrar de TRV (pTRV1 y pTRV2-gmpl). B) Verificacion del
silenciamiento mediante RT-qPCR luego de 2 semanas post agroinfiltracion. C) Efectos
del silenciamiento de GMP1 en el crecimiento y desarrollo (2 semanas post
agroinfiltracién. D) Tincién con DAB y NBT para detectar acumulacion de ERO en hojas
de plantas silenciadas para GMP1 y control TRV-gfp. E) Efectos del silenciamiento de
GMPI1 en los niveles de expresion relativa de genes implicados en la respuesta a SA: PR-
I, PR-2 y PR-5 y en la detoxificacion de ERO: CSD2, en plantas agroinfiltradas con
TRV-gmpl y TRV-gfp, determinados por RT-qPCR 2 semanas después de la
inoculacion. Los graficos de barras muestran la media + errores estandar de 5 réplicas
biologicas por tratamiento. Los asteriscos indican diferencias significativas (* indica p-
valores < 0,05 y ** p-valores < 0,01).
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Las plantas TRV-gmp! redujeron su tasa de crecimiento considerablemente y mostraron
mayor acumulacion de EROs mediante tinciones histoquimicas con DAB y NBT (Fig.
3.10 C y D). Asimismo, cuando se determind el nivel de expresion de genes involucrados
en la detoxificacion de EROs y de respuesta a SA se observaron similitudes parciales con
las plantas MPxCP™"Y. El gen PR-1 mostré niveles aumentados en respuesta al
silenciamiento de GMP1, y el gen CSD2 mostr6 reduccion en su nivel de expresion al
igual que las plantas transgénicas de tabaco (Fig. 3.10 E). En resumen, los resultados
obtenidos permiten confirmar un rol importante para GMP1 en el fenotipo de defensa
desarrollado por las plantas que expresan MP y CP™*?",

3.3.10. Evaluacion de la respuesta de defensa frente a TMV luego del silenciamiento
de GMP1

Para evaluar la respuesta de defensa desarrollada frente a infecciones con TMV,
se inocularon 10 plantas de N. benthamiana TRV-gmpl y 10 controles TRV-gfp. Se
cuantificd la acumulaciéon viral mediante ELISA y luego de 15 dpi se observd que las
plantas silenciadas para GMP1 fueron significativamente mas resistentes al virus (Fig
3.11 A). Este efecto fue también observado para el desarrollo de sintomas (Fig. 3.11 B),
sugiriendo que se podria establecer cierto paralelismo en la respuesta a infecciones con
TMYV cuando GMPI se silencia en N. benthamiana y cuando se expresa MP en tabaco.
Por otra parte, se evaluo la respuesta frente a infecciones desarrolladas por Oilseed-raped
mosaic virus (ORMYV), un tobamovirus con elevada similitud de secuencia a TMV y con
excelente capacidad de infeccion en Arabidopsis thaliana. Se inocularon Arabidopsis
mutantes para GMP1 (vtc-1) (cedidas gentilmente por la Dra Malena Alvarez de la UNC,
Cordoba) y controles Col-0. Se observd que las plantas mutantes fueron més tolerantes a
in6culos bajos de ORMYV cuando se inocularon plantas de 6 semanas de edad, dado que
las infecciones en plantas mas jovenes no mostraron diferencias significativas (Fig. 3.11
C y D). Por lo tanto, el silenciamiento de GMP1 en N. benthamiana y en mutantes vtc-1
de Arabidopsis, confiere mayor resistencia a infecciones con tobamovirus, posiblemente
debido a la activacioén temprana de mecanismos de defensa mediados por EROs.
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Figura 3.11. Efectos de la silenciamiento de GMP1 en la activacion de respuestas de
defensa contra tobamovirus (TMV y ORMYV) en N. benthamiana y Arabidopsis thaliana.
A) Los graficos de barras que muestran los niveles relativos de acumulacion de CP de
TMYV en plantas TRV-gmpl y controles TRV-gfp determinados mediante ELISA. B)
Desarrollo diferencial de sintomas de infeccion con TMV en plantas control TRV-gfp y
TRV-gmpl a 10 dpi. C) La media de los niveles relativos de acumulacion de CP de
ORMYV obtenidos mediante ELISA en Arabidopsis mutantes para gmpl (vtcl) y controles
Col0 de 3 y 6 semanas de edad, a los 7 dpi. Los valores medios fueron obtenidos de 10
plantas por tratamiento. D) Severidad diferencial de sintomas desarrollados en
Arabidopsis vicl y Col0 de 6 semanas de edad luego de 10 dpi con ORMV.

3.4. Discusion

Como fue claramente demostrado en los perfiles de expresion génica
(microarreglos y RT-qPCRs), muchos genes necesarios para la detoxificacion de ERO y
activacion de respuestas de defensa mostraron reducida su expresion en las plantas de
tabaco de la linea MPXxCP™V. Entre ellos GMP1, CSD2, AOX y RDR1. En conjunto, la
modulacion de estos genes podria comprometer el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Como ya fue demostrado, las ERO son factores importantes en la respuesta de las plantas
a estreses tanto bidticos como abidticos (Mittler, 2002; Apel y Hirt, 2004). Sin embargo,
frente a tales situaciones, las ERO pueden jugar roles cuyos resultados suelen ser muy
diferentes. En ciertos casos son necesarias para activar la sefalizacion que induce
respuestas de defensa y en otro casos, dependiendo del tipo de estrés en cuestion, pueden
inclusive exacerbar el dano oxidativo (Dat et al., 2000; Mittler et al., 2011). Por tal
motivo, las concentraciones de ERO deben ser estrictamente reguladas con el propoésito
de mantener una adecuada homeostasis celular. Por ejemplo, en interacciones
compatibles Cucumis sativus/Cucumber mosaic virus (CMV) o en el caso de Cucurbita
pepo-Zucchini  yellow mosaic virus, las plantas huésped desarrollan capacidades
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antioxidantes para evitar la incidencia de muerte celular mediante induccidon de enzimas
detoxificantes como superoxido dismutasas, catalasas, ascorbato peroxidasas, entre otros
(Riedle-Bauer, 2000). Sin embargo, en tejidos foliares de plantas de N. tabacum
inoculados con TMV, los contenidos de ASC total y la actividad de enzimas
detoxificantes sufrieron reducciones leves y transitorias, previas al desarrollo de
respuestas hipersensibles (HR) (Fodor et al., 1997; Mittler et al., 1998; Yi et al., 1999).
Por lo tanto, la supresion de los sistemas antioxidantes es importante para la induccion
local de muerte celular en respuestas de defensa de tipo hipersensible (Mittler et al.,
1999; Dat et al., 2003; Lorrain et al., 2003; Yi et al., 2003). No obstante, se deben activar
inmediatamente mecanismos compensatorios que regulen la formaciéon de ERO vy
detengan la sefializacion inductora de muerte celular (Bajda et al., 2009; Liao et al.,
2012). En concordancia con estos datos, los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que en etapas tardias de infecciones con TMV se induce la expresion de
cAPX1, CSD2, y GMPI1. Sin embargo, en plantas transgénicas que expresan MP estos
genes permanecen invariables y peor aun, reducen significativamente sus niveles de
expresion en la linea MPxCP™Y. En conjunto, la falta de activacion de estos genes seria
responsable en gran medida de la activacion de las respuestas de defensa observadas en
estas plantas y a su vez, del fenotipo de estrés desarrollado. Al parecer, los mecanismos
compensatorios necesarios para reducir el nivel de dafio oxidativo y la toxicidad de los
radicales libres de oxigeno no fueron activados en las plantas MP y MPxCP™V
provocando un desequilibrio redox tal, que en el caso de la linea doble transgénica fue
capaz de inducir la formacidon de micro-focos de muerte celular (Fig. 3.1). Por otra parte,
las plantas de la linea MPxCP'*" mostraron defectos en el desarrollo y menor
crecimiento (Bazzini et al., 2007). La reduccion en los niveles transcripcionales de genes
implicados en el sistema de detoxificacion podria ser causada de forma directa o indirecta
por un aumento de la severidad del efecto de MP cuando esta proteina viral se encuentra
formando un complejo con CP™*Y (Bazzini ef al., 2007; Asurmendi et al., 2004). Una
situacion similar, con desequilibrios en el sistema de detoxificacion de ERO fue descripta
en plantas de guisante inoculadas con Plum pox virus (PPV) (Diaz-Vivancos et al., 2008).
A 3 dpi no se observaron cambios en ninguno de los pardmetros generales de estrés
oxidativo evaluados, aunque en esta etapa temprana fue posible detectar disminuciones
en la actividad enzimdatica de componentes cloroplésticos (ascorbato peroxidasa y
peroxidasa) que provocaron aumentos de acumulacion de peroxido de hidrogeno en este
compartimiento. Luego, en etapas tardias de la infeccion (15 dpi), los pardmetros de
estrés generales aumentaron significativamente, y se detectaron importantes
desequilibrios en el sistema de detoxificacion.

La modulacion de la expresion de genes antioxidantes y enzimas detoxificantes,
por otra parte, ha demostrado incrementar los niveles de defensa basal contra patogenos
(Mittler et al., 1999; Barth et al., 2004; Pavet et al., 2005) e inducir la expresion de genes
que codifican proteinas implicadas en defensa (Pastori et al., 2003; Pnueli et al., 2003).

Las ERO, en conjunto con otras moléculas senalizadoras como el SA, cumplen
funciones regulatorias en la activacion de defensa (Alvarez, 2000; Durrant y Dong,
2004). Ya ha sido previamente demostrado que en plantas de tabaco resistentes a
infecciones con TMV se producen incrementos de los niveles de acumulacion SA, de
aproximadamente 20 veces en la hoja inoculada y de 5 veces en tejidos foliares
sistémicos. Estos cambios estdn acompanados por induccion de la expresion de genes PR
(Malamy et al., 1990). En concordancia, tratamientos con SA en plantas susceptibles
producen reducciones profundas de acumulacion de TMV y la activacion de estos
mecanismos de defensa es dependiente de la produccion de ERO, aunque independientes
de la aparicion de focos de muerte celular, al menos a nivel macroscopico (White et al,
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1983; Chivasa et al., 1997). Esto indica que ambos mecanismos de sefializaciéon son
necesarios, aunque sus niveles deben estar estrictamente regulados.

Los resultados de este trabajo indicarian que la expresion de MP de TMV en
plantas de tabaco es suficiente para incrementar significativamente los niveles de
acumulacion de SA y provocar reducciones drésticas de JA, de modo que esta proteina
viral seria responsable de inducir respuestas de defensa y estrés en tabaco. La proteina
MP podria ser reconocida por receptores que activan sefales de defensa mediadas por SA
y ERO. Cuando MP y CP™*" son co-expresadas en plantas, las respuestas generadas no
son lineales, ya que en principio, la sefializacion mediada por SA y ERO parece estar
exacerbada y esto puede ser el factor causante de los micro-focos de muerte celular en
tejido foliar y de algunas de las alteraciones en el crecimiento y desarrollo de las plantas
MPxCP™ W Por otra parte, ya ha sido reportado que PR-1 no esta involucrado en el
mecanismo de resistencia mediado por capside de TMV ya que no se observo induccioén
del gen cuando se expresa CP de TMV en tabaco (Carr et al., 1989). En este trabajo, no
solamente se confirm6 que PR-1 no se induce, sino que se pudo comprobar que el gen
redujo significativamente sus niveles transcripcionales en presencia de CP™*"Y. De igual
modo, el transcripto que codifica para RDR1 se encontré disminuido en las plantas que
expresan CP™*"Y y este efecto sobre la expresion de RDR1, también fue evidenciado en la
linea MPxCP™**¥. Por lo tanto, dados estos resultados, se propuso que CP™*¥ podria ser
un modulador negativo de vias de defensa especificas del huésped. Este efecto negativo
en la activacion de la defensa descripto para CP™*V, ya fue de cierto modo sugerido
cuando se demostrd la habilidad de algunas proteinas de cépside de suprimir o evadir
respuestas mediante interacciones con factores de la planta huésped (Callaway et al.,
2001). Por ejemplo, la CP de TMV facilita el movimiento sistémico del virus mediante su
interaccion especifica con una proteina de Nicotiana tabacum (Hilf y Dawson, 1993). Del
mismo modo, la proteina NbPCIP1 de N. benthamiana, interactiia con la CP de PVX y
facilita, directa o indirectamente, la infeccion viral (Park et al., 2009).

Este mecanismo de modulacién negativa propuesto para CP'*" es absolutamente
diferente a la respuesta producida por la expresion de MP, no obstante ambos parten de
un mismo efecto de shut off en la expresion génica del huésped, con especificidades
diferenciales que se superponen durante la interaccion entre ambas proteinas virales y la
regulacion de la expresion génica de la planta. Una vez mads, el uso de un sistema de
expresion de dos proteinas virales individuales y otro donde ambas co-expresan es util
para entender el comportamiento de cada componente del virus mediante la diseccion de
los efectos individuales y la superposicion en el complejo que forman ambas proteinas.

Las infecciones con ARN desnudo de TMV desencadenaron respuestas similares
en las plantas MP y MPxCP™**V| caracterizadas por una fase inicial de rapida dispersion
sistémica del virus y progreso acelerado de la aparicion de sintomas. Seguidamente, una
segunda etapa de recuperacion parcial donde se pudieron detectar reducciones
significativas de acumulacién viral y sintomas en tejidos sistémicos. En la linea
MPxCP™¥, 1a acumulacion viral general es inferior, sugiriendo que el nivel alcanzado
corresponde a un balance entre la rapida dispersion viral debida a la presencia de MP y
un retraso en la acumulacion sistémica que resulta de la expresion de CP™Y. Por el
contrario, las plantas SX muestran un incremento sostenido en la acumulacion viral y en
la progresion de sintomas. Por lo tanto, se puede hipotetizar que en las primeras etapas
(donde el virus se acumula a mayor velocidad en MP y MPxCP"**") la expresién de MP
favorece la dispersion del ARN de TMV vy consecuentemente la dispersion viral
sistémica, como ya fue previamente demostrado (Guenoune-Gelbart ef al., 2008; Niehl y
Heinlein, 2011).
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También se podria sostener que los incrementos en el nivel de expresion de la
enzima B 1-3 glucanasa (PR-2) en ambas lineas transgénicas facilitarian el movimiento
célula a célula del virus mediante la degradacion de las deposiciones de calosa en los
plasmodesmos (Beffa et al., 1996; Epel, 2009; Baebler et al., 2011).

En la segunda etapa, (donde la acumulacion viral decrece y se observa una
recuperacion parcial), se podria hipotetizar que esta vez, MP controla la infeccion por dos
vias posibles que actiian en concierto, la primera, mediante el incremento del movimiento
de la sefial de silenciamiento, como fue previamente propuesto por Vogler (2008) y la
segunda, a través de la induccion de respuestas de defensa innatas mediadas por SA y
ERO. Es decir que, ambos mecanismos, tanto el incremento del movimiento de la sefial
de silenciamiento como la activacion de respuestas de defensa innatas actuando en
combinacion, reducirian los niveles de acumulacion y dispersion de TMV, permitiendo
de ese modo una recuperacion parcial de la infeccion. En concordancia, ya ha sido
previamente sugerido que el silenciamiento de ARN y la defensa mediada por SA juegan
roles clave en el control de la dispersion del virus de tabaco Tomato ringspot virus
(ToRSV) (Jovel et al., 2011). Este mecanismo ha sido demostrado también en la defensa
antiviral frente a Plum pox virus (PPV) en tabaco, donde componentes supresores del
silenciamiento como P1/HC-Pro podrian ser responsables de interferir con la defensa
mediada por SA (Alamillo et al., 2006).

La expresion de RDRI es inducida por SA en respuesta a infecciones por
numerosos virus y este gen ha sido implicado en la inmunidad antiviral, permitiendo la
produccion de siRNAs secundarios (Xie et al., 2001; Garcia-Ruiz et al., 2010). Pese a la
gran cantidad de evidencias que sostienen una conexion entre la induccion de RDR-1 y
respuestas de defensa mediadas por SA, probablemente existan otros mecanismos
involucrados. Dado que en las lineas transgénicas que expresan MP y MPxCP™" los
niveles de expresion de RDR1, no solamente permanecen invariables en la primera, sino
que disminuyen significativamente en la segunda. Es probable que otros mecanismos,
independientes de RDR1, sean responsables de la conexion entre defensa mediada por SA
y silenciamiento de ARN.

Las plantas poseen la capacidad de activar mecanismos de defensa especificos en
funcion del tipo de patdgeno y su estrategia de invasion. El SA estd implicado en la
induccién de mecanismos de defensa contra patdégenos biotréficos, cuya estrategia de
invasion requiere que los tejidos huéspedes permanezcan vivos. El JA, por otra parte,
actia principalmente en respuesta a la invasion por patdogenos necrotroficos, quienes
requieren de la muerte del tejido hospedante para poder crecer y reproducirse. Estas dos
vias no actian aisladamente, sino que son parte de una amplia red de interacciones que
permiten a la planta optimizar sus estrategias de defensa. Sin embargo, en este trabajo se
demuestré que la expresion de MP y la co-expresion de MP y CP™W produjeron
aumentos de susceptibilidad frente a infecciones con Pseudomonas syringae pv tabaci 'y
Sclerotinia sclerotiorum. Las primeras son bacterias hemibiotroficas, con una fase inicial
biotréfica donde la infeccion se establece, y seguidamente, una fase necrotrofica, en la
que el patogeno completa su ciclo de vida. En esta fase, el patdgeno provoca la
produccion de grandes cantidades de ERO que le permiten establecer exitosamente la
infeccion (Able, 2003).

Por otro lado, agentes patogenos necrotroficos, tales como Sclerotinia
sclerotiorum o Botrytis cinerea desencadenan la muerte celular hipersensible para
facilitar la colonizacién de los tejidos en Arabidopsis (Govrin y Levine, 2000). Los
incrementos de susceptibilidad frente a Pseudomonas y Sclerotinia demostrada en las
lineas transgénicas MP y MPxCP™" podria deberse a que ambos patogenos han
encontrado un ambiente con alta acumulacion de ERO que les permitié iniciar
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rapidamente la fase necrotrofica. En su defecto, la acentuada susceptibilidad estaria
mediada por la activacion de respuestas dependientes de SA que probablemente generan
una reaccion antagonica a las respuestas especificas necesarias para enfrentar patdogenos
necrotroficos mediadas principalmente por la hormona JA. De modo similar, Faize et a/
(2011) demostraron que la sobreexpresion de la superdxido dismutasa Cu/Zn citosoélica y
la ascorbato peroxidasa incrementa la tolerancia contra Pseudomonas syringae pv tabaci
y Agrobacterium tumefaciens en plantas de tabaco.

Por tultimo, con la finalidad de lograr una mejor comprension de los mecanismos
subyacentes al fenotipo de estrés y la activacion de defensa detectada en las lineas
transgénicas MP y MPxCP™*Y desde un enfoque funcional, se analizé el rol de GMP1.
Este gen mostrd niveles disminuidos en plantas de la lineas MPxCP'™", donde se
encontraron las mayores acumulaciones de ERO, muerte celular y reducciones de ASC
total. Fenotipos similares, con alta acumulacion de ERO fueron descriptos en Arabidopsis
mutantes de GMP1 (vtc-1) (Foyer et al., 2007; Pastori et al., 2003; Mukherjee et al.,
2010) y en N. benthamiana, cuyo gen GMP1 fue silenciado mediante VIGS. Los niveles
reducidos de GMP1 parecen ser suficientes para activar la defensa mediada por SA y la
expresion de proteinas PR en Arabidopsis thaliana (Barth et al., 2004; Pavet et al., 2005).
En este trabajo se pudo reproducir parcialmente el fenotipo de defensa descripto en la
linea MPxCP"*¥, luego de silenciar la expresion de GMP1 en N. benthamiana mediante
la técnica de VIGS. Adicionalmente, se pudo observar un efecto similar en Arabidopsis
vtc-1 cuando se realizaron desafios contra ORMV.

En resumen, la activacion de mecanismos de defensa en todas las plantas
estudiadas: N. benthamiana cuyo gen GMP1 fue silenciado mediante VIGS, Arabidopsis
vicl, N. tabacum de las lineas transgénicas MPxCP™V, sugieren que las plantas estan
pre-activadas para la defensa contra virus (al menos contra tobamovirus) mediante un
mecanismo, directa o indirectamente dependiente de GMP1. Sin embargo, la interaccion
es mas compleja, a juzgar por las diferencias observadas en las respuestas de defensa
desencadenadas frente a Pseudomonas syringae. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados
obtenidos, se pueden activar mecanismos de defensa diferentes partiendo de
desequilibrios redox y sefializacion por hormonas similares. En concordancia con la idea
previamente expuesta por Mittler et al (2011), donde los autores sugieren que la
sefializacién mediada por ERO produce sefiales (probablemente un conjunto de factores
que actian en combinacién) que proporcionan la especificidad para activar diferentes
respuestas.

3.5. Conclusiones

Los resultados de este capitulo demuestran que la expresion constitutiva de las
proteinas virales de TMV, tanto MP como la version mutada de CP (CP'*"), producen
fenotipos de estrés y defensa especificos y son capaces de modular las respuestas de
defensa de un modo complejo.

Es evidente que los mecanismos que subyacen la susceptibilidad a enfermedades y
la tolerancia o resistencia dependen de una red de regulaciéon compleja, y los virus son
capaces de alterar estos ajustes finos. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo
contribuyen al entendimiento de la complejidad de estas interacciones mediante el estudio
del efecto de las proteinas virales individuales y el efecto combinado de ambas, sin
considerar la cinética de expresion de cada una durante el desarrollo de una infeccion.

MP pareceria actuar como un inductor de defensa, alterando los niveles de ERO y
SA, siendo el componente viral responsable de producir susceptibilidad frente a
patdégenos hemibiotréficos y necrotroficos. CP pareceria jugar un rol negativo en la
defensa del huésped mediante la reduccion del nivel de expresion de transcriptos como
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PR-1 y RDRI. Por otro lado, CP parece exacerbar los efectos de MP cuando ambas
proteinas virales se encuentran co-expresadas, probablemente debido a la formacion de
complejos macromoleculares. Estos efectos individuales reflejan la capacidad del virus
para controlar su propia virulencia, dado que cuando esta es muy elevada, los recursos del
huésped serian agotados rapidamente.
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CAPITULO 4

Estudio del efecto de MP y CP"*" sobre la via de
silenciamiento antiviral y mecanismos de degradacion de ARN
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4.1. Introduccion

A partir de los resultados obtenidos en el andlisis de expresion génica global
expuesto en el Capitulo 2 de este trabajo, se demostrd la existencia de una depresion
especifica de los niveles transcripcionales de algunos genes en la linea MPxCP™" con
respecto a los controles mpxcp' " . Por este motivo, en el capitulo 3 se profundizo en el
analisis de vias metabdlicas cuyos genes mostraron reducciones en sus niveles de
expresion, en particular aquellos ligados a la defensa innata de las plantas. Se consiguid
demostrar que las proteinas virales CP™**" y MP modulan diferencialmente las respuestas
de defensa de un modo complejo. Por otra parte, resulta interesante considerar que el
analisis de expresion global de genes permitid detectar un subgrupo de genes cuya
expresion se encontr6 aumentada. Este subgrupo comprende transcriptos involucrados en
vias de procesamiento y degradacion de ARN. Por otra parte, considerando que las
proteinas virales CP™*Y y MP no poseen actividad supresora del silenciamiento y que
cuando son co-expresadas generan numerosas alteraciones morfoldgicas y cambios en la
acumulaciéon de miARNs, se podria postular que este mecanismo implica, directa o
indirectamente, una nueva fuente de modificacion en la regulacion de siARNs en general,
no relacionados a la presencia de supresores del silenciamiento y por ende, quizés una
explicacion para la generacion de sintomas. El estudio de las bases moleculares de la
produccidon de sintomas virales es un tema de suma importancia, ya que permitira
comprender la interaccion virus-planta en mayor profundidad.

Por este motivo, en este capitulo se caracterizaron funcionalmente un conjunto de
genes involucrados en la maquinaria de degradacién de ARN. Este mecanismo involucra
diferentes etapas, comenzando por la deadenilacion, luego una via de degradacion en
sentido 5°- 3” que estd precedida por un proceso de decapping (eliminacion de la
caperuza 5°) y otra etapa de degradacion en sentido 3’- 5°, ejecutada por un complejo
enzimatico denominado ARN exosoma. A su vez, se caracterizd funcionalmente el
impacto de la expresion de CP™" y MP en el funcionamiento de la maquinaria de
silenciamiento génico y degradacion de ARN en tabaco mediante ensayos de expresion
transitoria de GFP y un supresor del silenciamiento (pl9). Por otra parte, se
caracterizaron funcionalmente tres componentes del ARN exosoma (Rrp41, Rrp42 y
Rrp43) mediante la técnica de VIGS en Nicotiana benthamiana y se estudié el impacto
en el fenotipo de las plantas y en los niveles de acumulacion de un conjunto miARNS.

4.2. Material y métodos

4.2.1. RT-qPCR para detectar miARNSs

Para las cuantificaciones relativas de los niveles de acumulaciéon de miARNSs, los
experimentos se llevaron a cabo utilizando cinco réplicas bioldgicas. Las RT-qPCRs se
desarrollaron de acuerdo a las normas MIQE (Bustin et al., 2009). La informacion
detallada se encuentra en la Tabla 3 del Capitulo 2 con algunas modificaciones. Por
ejemplo, el ADNc se sintetizo con Superscript III (Invitrogen), partiendo de 100 ng de
ARN total y se utilizaron oligonucleétidos especificos para la confeccion de ADNc y para
el andlisis de acumulacion miARNs (Chen et al., 2005; Schmittgen et al., 2008; Benes
and Castoldi, 2010) que se detallan en la Tabla 5. Las condiciones para la reaccion
reversa fueron de 30 min a 16°C, 60 ciclos de 30 seg a 30°C, 30 seg a 42°C y 30 seg a
50°C, finalizando con la inactivacién de la transcriptasa reversa 5 min a 85°C.
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Tabla 5. Secuencias de oligonucleotidos disefiados para la confeccion de ADNc de
miARNSs y para la evaluacién de su expresion por RT-qPCR

harrbre A fhalans  Secuencias

ADNZ RT-cFCR
miR15E GTCSTATCCAGTGCAGGGTCCSAGGTA COTACTCGA™ACGATGTGT TCGCSTGACAGRASAGAGT
mikadE GICSIAITCCAGIGCAGGGICUSAGG 1A CHLACIEGA AUGALSGGG 1CGCESIG I C CABGIC
miR16E GTCSTATCCAGTGCAGGGTCCSAGGTA COTACTCGATACGAIGGEG TCGCSTCGGACCAGGC CAT
miR164 GTCSTATCCAGTGCAGGGTCCSAGGTA COTACTCGA™ACGATZTSCALG TCGCSTEGAGAACZCAG GECA
miR1 7z GTCSTATCCAGTGCAGGGTCCSAGGTA CETACTCGATACGAZATCCA TCGCSAGAATCT GATGATG
Cligo Uaivzrsa GTGIAGGGTCICAGET

4.2.2. Agroinfiltracion foliar de Nicotiana benthamiana

Para las agroinfiltraciones se cultivaron las células transformadas con el plasmido
de interés a 28°C durante 16 horas en 20 ml de LB con rifampicina (25 pg/ml),
kanamicina (50 pg/ml) y gentamicina (50 pg/ml). El cultivo se centrifugé a 4000 rpm 10
min a temperatura ambiente y el pellet se resuspendié en MES 10mM con acetosiringona
(100mM). Alcanzada una densidad optica (OD) a 600 nm de 0,5 la suspension se incubd
4 horas a temperatura ambiente y se infiltré en la cara abaxial de las hojas con jeringas
sin aguja de 5 ml. La sefial de GFP fue fotografiada entre los 2 y 4 dias luego de la
infeccion, en un microscopio con sistema de deteccion de fluorescencia Nikon ECLIPSE
TS100. Este tipo de experimentos se realizé en invernaderos a temperaturas que oscilan
entre 24° a 26°C.

4.2.3. Extraccion de proteinas a partir de tejidos vegetales

Las muestras de tejido de N. tabacum fueron molidas en morteros con N liquido
hasta obtener un fino polvo. Al material asi obtenido se le agregd buffer de extraccion de
proteinas (100 mM KCI; 5 mM MgCl2; 400 mM Sacarosa; 100 mM TrisHCI pH 8; 10%
glicerol; 10 mM B-Mercaptoetanol; 2 mM PMSF (Isogai et al., 1998) en una proporcion
de 300 pl por cada 100 mg de tejido. La mezcla se incubd en hielo durante 10 a 30
minutos y se centrifugd 12.000 rpm durante 20 minutos a 4°C y se recuperd el
sobrenadante.

4.2.4. Deteccion fluorimétrica de GFP en tejidos vegetales

Se determind la concentracion total proteica de cada muestra utilizando el kit
Quick Start Bradford Protein Assay (BioRad). Para la deteccion de fluorescencia se
utilizaron 5 pg de proteinas totales. La fluorescencia se determind empleando un
espectroflorimetro  SpectraMax® GEMINI EM (Molecular Devices Corporation,
Sunnyvale, CA, USA), excitando la muestra a 485 nm y detectando su emision a 538
nm). Los datos fueron analizados estadisticamente mediante el programa GraphPad Prism
5.0 (test- t de comparacion de a pares).
4.2.5. Silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) en N. benthamiana
Clonado de fragmentos de Rrp41, Rrp42 y Rrp43 y construccion de vectores para VIGS:
para amplificar los fragmentos de ADNc de aproximadamente 300 a 500 pb se utilizaron
los oligonucledtidos detallados en la Tabla 6.
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Tabla 6. Secuencias de oligonucledtidos disefiados para el clonado de Rrp41, Rrp42 y
Rrp43.

Rrp41 SGN-U422206  Izq: 5°’- TGCAAAGCAGTGGAAAGCCA -3’
Der: 5’- CGGATTAACTTCAGCCCACACTA -3’

Rrp42 SGN-U431343  Izq: 5°’- GGCGAAACCCTCAAACCGA -3
Der: 5’- TCAAACGATGGCTCTGCTGTG - 3°

Rrp43 SGN-U442301  Izq: 5°- GCAATTCCCCACTAAATATTGGC - 3’
Der: 5’- TGCCCATACATCAGTTATCCAGG - 3’

Se obtuvieron fragmentos de ADNc de 352 pb, 357 pby 291 pb paraRrp41, Rrp42
y Rrp43 respectivamente que fueron inmediatamente clonados en un vector
pCR®8/GW/TOPO® (Invitrogen) y posteriormente verificados mediante secuenciacion.
Los fragmentos fueron posteriormente transferidos a vectores pTRV2-GW (Liu et al.,
2002) de acuerdo a las instrucciones detalladas en el item 3.2.8
Agroinfiltracion y confirmacion del silenciamiento: para las agroinfiltraciones se
siguieron las mismas instrucciones que el item 3.2.8 y se utilizaron para el chequeo del
silenciamiento de Rrp42 los siguientes oligonucleotidos: Izq 5’-ACACCAGCG
GAATAC- 3’ y Der 5’-TGCTCGCTTACATGT-3’

4.2.6. Extraccion de ARN total, confeccion de ADNc y disefio de oligonucledtidos
para RT-qPCR (ver item 2.2.4 y 2.2.5). Las secuencias de los oligonucleotidos
utilizados se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Secuencias de oligonucledtidos disefiados para evaluacion de expresion por RT-
qPCR.

Unigen de Nombres Secuencia de oligonucleo6tidos
tabaco putativos Izquierdo y Derecho
SGN-U422206 Rrp4l ATCAAGAAGAGGCGT
AATTCGCCAGACAAT
SGN-U431343 Rrp42 ACACCAGCGGAATAC
TGGAGAAGGAGCCTG
SGN-U442301 Rrp43 TGGAGAAGGAGCCTG
GAACTGGGTCCCACCTG
SGN-U431860 RDRI GCATTGAACACGCCTTGGA
GCAGAACCCGATTGGATACG
SGN-U437134 RDR6 CTCAGCTTGGGGACCTCA
CAGCCTCCAGAATCCTCAC
SGN-U441360 DCLI1 TGTGGGTGATGCAGTATTAGA
TGAAACCTGGTTTTGATAGTT
SGN-U449216 AGO1 ATGATGATGGACCTGGTGGT
AGACAACCACTGGGTGAAGG
SGN-U427782 DCP1 GGCACCTTGGAATACGCACC
TCTCAACCGCGGTTTCAGTTT
SGN-U440412 DCP2 GGGGCCATCATCCTTGATGAA
GCCGCACTCTTTGCTGTCCA
SGN-U426119 VCS AATGGCTCGAGAATGTCGCGC

CGATGATGATGACGGCCCAGA
SGN-U424720 XRN3 TGATGACAGACCCAAACTCGCCC
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Tabla 7 Continuacion
TCGTGCTTCTTCCTCCGTCAAGG
SGN-U443677 XRN4 TGGAAAGCGTTTTGCATGGCA
TTGTTTCCCTGGGGGCACCTT
SGN-U426732 SGS3 GCCTCTGCCGTGGGATACATTG
TCTGCTTCGCTGGATTTCCAACA
SGN-U435399 SPL2 GCAGTCATTATTGCCAGGGATCC
TGAAACAGTCTCAGGCTCGGATG
SGN-U439906 AtHBS8 CCACTTGACATCTCAGCATCCGC
CCGTGCAACCATGAGAAATAGCA
SGN-U424966 CSD2 TCCTGATGGCAAGACACATGGAG

CGTGAACCACAAGTGCTCTTCCA

4.2.7. Analisis de expresion de ARNm por RT-qPCR (ver item 2.2.7).

4.3. Resultados

4.3.1. Evaluacion de los niveles relativos de acumulacion de un set de miARNSs

Para verificar los resultados obtenidos por Bazzini et al (2007), donde se
detectaron alteraciones en los niveles de acumulacion de un grupo de miARNs en plantas
de la linea transgénica MPxCP"**V, se repitieron dichos analisis mediante la técnica de
RT-qPCR (Fig. 4.1 y Tabla 8). Se confirm6 el incremento significativo en el nivel de
acumulacion del miR156. Este miARN estd involucrado en la regulacion de los factores
de transcripcion SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL), que a su
vez estan implicados en la regulacion de numerosos procesos del desarrollo incluyendo la
induccién de la floracion en Arabidopsis thaliana (Schwarz et al., 2008; Yang et al.,
2011).

En concordancia tambien encontr6 que los niveles de acumulacion del grupo
miR165/66 mostraron un minimo aumento aunque no significativo. Este grupo estd
implicado en la regulacion pos-transcripcional de los factores de transcripcion HD-ZIP de
Clase III, (ATHB-9/PHV, ATHB-14/PHB y ATHB-15) en Arabidopsis, importantes
reguladores del desarrollo incluyendo la formacion de meristemas apicales y radicales,
polaridad foliar y desarrollo vascular (Jung y Park, 2007; Miyashima et al., 2011). El
miR164 no mostrd alteraciones significativas de su acumulacion mediante esta técnica
aunque los datos obtenidos por Bazzini et al., (2007), mostraron alteraciones muy leves
mediante Northern blot. miR164 es un regulador negativo de factores transcripcionales
con dominios NAC, como los genes CUP SHAPED COTYLEDON 1 y 2 (CUC1 y 2),
implicados en la organogénesis embrionaria, vegetativa y floral de Arabidopsis thaliana
(Mallory et al., 2004; Sieber et al., 2007; Raman et al., 2008).

Se analizé adicionalmente la expresion relativa de dos genes MIR, miR172,
miR390 y miR398, que no habian sido previamente estudiados por Bazzini et al., (2007).
MiR172 y miR398 mostraron alteraciones en sus niveles de acumulacion. En el caso del
miR 172, las plantas de la linea MP mostraron reducida significativamente su expresion.
Este miARN ha sido fuertemente asociado a la regulacion del desarrollo floral en plantas
mediante la regulacion de los factores de transcripcion APETALA y PISTILLATA
(Mlotshwa et al., 2006; Zhao et al., 2007; Wollmann et al., 2010; Zhu y Helliwell, 2011).
Por otra parte, se detectaron aumentos significativos en los niveles de acumulaciéon del
miR398 en plantas transgénicas MPxCP'™**Y y también en plantas de tabaco durante
etapas tardias de infeccion con TMV (18 dpi). Este miARN estd implicado en la



70

regulacion negativa de dos Cu/Zn superoxido dismutasas (CSDI1 citosolica y CSD2
cloroplastica) importantes reguladoras de estrés oxidativo mediante la detoxificacion de
radicales superoxido (Sunkar et al., 2006) y también de la homeostasis de cobre en
plantas (Yamasaki et al., 2007; Yamasaki et al., 2008; Mendoza-Soto et al., 2012).
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Figura 4.1. Grafico representativo de los niveles relativos de acumulacion de miARNs en
plantas transgénicas de las lineas CP™*", MP, MPxCP™", mpxcp™*"" en relacién a las
plantas control SX, obtenidos por RT-qPCR. El esquema obtenido mediante la
herramienta MultiExperimentViewer v.4.2.01, asocia la coloracion roja con aumentos de
expresion y el color verde con reducciones de expresion teniendo como referencia la
escala numérica a la derecha. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente
significativas con respecto a las plantas control, considerando un total de siete réplicas
bioldgicas por linea evaluada (* p-valores < 0,1 y ** p-valores < 0,05).
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Tabla 8. Valores obtenidos luego de los andlisis de datos de las RT-qPCRs de miARNsS,
(Log-2) utilizados posteriormente para confeccionar la figura 4.1.

Relacion cp™V MP MPxCP™"  mpxcp V"
miR156 0,34+0,37 -0,12+0,38  0,91+0,40 -0,27+0,40
miR164 -0,07£0,32 -0,48+0,35 -0,42+0,42  -0,16+0,35
miR165/66  0,46+0,39 -0,28+0,43  0,15+0,36 0,03+0,36
miR172 0,09+0,30  -0,74+0,32 -0,29+0,36  -0,41+0,35
miR390 0,02+0,29  0,02+0,30  0,37+0,33 0,07+0,34
miR398 0,14+0,40 -0.45+0,54  1,28+0,49 0,44+0,43
p-valor

miR156 0,2090 0,3869 0,0186 0,2593
miR164 0,4238 0,1255 0,1485 0,3398
miR165/66  0,1963 0,3011 0,3669 0,4790
miR172 0,4077 0,0362 0,2155 0,1964
miR390 0,4677 0,4635 0,1268 0,4233
miR398 0,3832 0,1776 0,0085 0,1571
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Los resultados obtenidos permitieron comparar informaciéon previa mediante una
nueva tecnologia y ampliar el conocimiento de las alteraciones de miARNs inducidas por
la presencia de las proteinas virales CP™**" y MP.

4.3.2. Deteccion de alteraciones en el silenciamiento génico de ARN por la co-
expresion de CP™*Y y MP

Como ya fue previamente demostrado en el trabajo de Bazzini et al (2007), las
proteinas MP, CP™*V individuales y la co-expresion de ambas no muestran actividad
supresora del silenciamiento cuando son co-agroinfiltradas con construcciones inductoras
del silenciamiento génico especifico como 35S-GFP y una repeticion invertida de GFP
(35S-GFPdc) en Nicotiana benthamiana. Es decir, que cuando estas construcciones son
co-agroinfiltradas con las proteinas virales, la expresion de GFP no puede ser restaurada
frente al silenciamiento por accion de PTGS, como ocurre usualmente cuando una
proteina supresora del silenciamiento estd presente. Esta estrategia fue ampliamente
utilizada para detectar proteinas supresoras del silenciamiento, y consiste en el uso de
GFP como reportera de nivel de fluorescencia, acumulacion de ARN mensajero (mGFP)
y de RNA de bajo peso molecular de 21 a 24 nucledtidos (sGFP) en presencia de la
proteina en estudio (Voinnet et al, 1999). Aumentos en el nivel de
fluorescencia/acumulacion de mGFP son indicativos de supresion de silenciamiento.

La expresion de GFP (absorcion 460-500 nm/emision 510-560 nm) puede
detectarse en plantas iluminadas con luz ultravioleta (luz UV). Cuando una planta que no
expresa GFP es iluminada con luz UV se ve de color rojo a simple vista debido a la
emision de fluorescencia de la clorofila (a y b) (absorcion 450-500nm/emision 650-700
nm) al ser excitada con esta calidad de luz, mientras que la excitacion de la proteina GFP
con luz UV produce una emision verde (505-535 nm) (eGFP pico en 516 nm) claramente
distinguible en los tejidos vegetales que la expresan.

Las evaluaciones de actividad supresora del silenciamiento efectuadas en el
trabajo de Bazzini et al., (2007) fueron llevadas a cabo en hojas de Nicotiana
benthamiana mediante expresion transitoria de las proteinas virales CP™*V y MP y los
resultados demuestran que el complejo formado no es capaz de suprimir el silenciamiento
de GFP, es decir que no posee funcion supresora. Sin embargo, cuando la expresion de
proteinas virales en la planta es estable, sistémica y durante la ontogenia completa, los
efectos son diferentes. Entre estos, se han detectado mediante los analisis de
microarreglos (capitulo 2), diferentes alteraciones inducidas por la expresion de las
proteinas virales que podrian tener un rol en el silenciamiento génico (induccidon de genes
con participacion en el procesamiento de ARN). Para probar si estas alteraciones génicas
inducidas tienen algun rol en el silenciamiento se realizaron ensayos de agroinfiltracion
foliar en las diferentes lineas transgénicas de tabaco, CPT42W, MP, MPxCP™*W y
mpxcpT42W* con distintas combinaciones de construcciones de prueba:

(1) 35S-GFP

(2) 35SGFP +p19

(3) 35S-GFP + 35S-GFPdc
(4) 35S-GFP + miRGFP
(5) Agrobacterium GV3101

La expresién de GFP (1) fue més elevada en las plantas de la linea MPxCP™*V
(Fig. 4.2) en comparacion a los controles mpxcp' =", sugiriendo la existencia de una
alteracion en el mecanismo de silenciamiento endogeno dirigido contra transgenes. Es
decir que de algun modo la senal de silenciamiento o la amplificacion de la misma estan
reducidas o actuan menos eficientemente. Con el objetivo de evaluar si este efecto, es
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similar o coincide en alglin mecanismo con la accioén de los supresores de silenciamiento
se co-agroinfiltraron construcciones con GFP y un supresor del silenciamiento muy
caracterizado y poderoso como p19 (2) (Qu y Morris, 2002; Qiu et al., 2002) en todas las
lineas transgénicas y los controles. Nuevamente, las plantas de la linea MPxCP'*W
mostraron que la expresion transitoria de GFP + p19 fue significativamente mas elevada
(Fig. 4.2) Los resultados indican que el efecto observado no estaria mediado por
inhibicién del PTGS ya establecido, sino por algin mecanismo alternativo. Para
confirmar esto, se realizaron co-agroinfiltraciones con GFPdc (3) y miRGFP (4). Se
observo que cuando los ARNs de doble cadena, ya sean provenientes de un siARN o de
un miARN contra GFP, el silenciamiento fue efectivo, alcanzando los mismos niveles en
ambas lineas MPxCP™" y controles mpxcpT42W* evaluadas.
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Figura 4.2. Niveles de expresion transitoria de GFP luego de agroinfiltraciones foliares
en tabaco. A) Evaluacion de la actividad supresora del silenciamiento mediante deteccion
de la fluorescencia emitida por GFP (510-530 nm) en tejido foliar de plantas de las lineas
transgénicas CP™ Y, MP, MPxCP™*", mpxcpT42W* en comparacion con los controles SX.
Las construcciones agroinfiltradas fueron (1) GFP, (2) GFP + p19, (3) GFP + GFPdc y
(4) GFP + miRGFP. B) En el grafico de barras se observan los niveles relativos de
fluorescencia verde detectados mediante espectrofluorometria en plantas de las lineas
MPxCP'™V y mpxcpT42W*. Las barras de error corresponden al error estandar de las
mediciones obtenidas a partir de 8 réplicas bioldgicas de cada experimento. Los
asteriscos indican diferencias significativas en los niveles de fluorescencia realizando
comparaciones de a pares, mediante test-t. * p-valor < 0,05 y ** p-valor < 0,01.
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Por otra parte, para determinar si estos aumentos de fluorescencia de GFP se
correlacionan con incrementos en los niveles de transcriptos se cuantific6 mediante RT-
gPCR la acumulaciéon de mGFP (Fig. 4.3) y se consiguié corroborar el mismo efecto a
nivel transcripcional.

En su conjunto, los resultados obtenidos sugieren la existencia de una alteracion
en el mecanismo enddgeno de produccion/generacion de silenciamiento, derivado directa
o indirectamente de la expresion de CP™*% y MP.
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Figura 4.3. Niveles de expresion relativa (Log-2) del ARN mensajero de GFP (mGFP)
en las lineas transgénicas MPxCP™V y mpxcpmzw* agroinfiltradas con construcciones
transitorias para GFP, determinados por RT-qPCR. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los controles (plantas mpxcpT42W*
agroinfiltradas GFP + dsGFP), considerando un total de siete réplicas bioldgicas por linea
evaluada (* p-valores < 0,05 y ** p-valores < 0,01).
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4.3.3. Determinacion de niveles de expresion de genes involucrados en procesos de
silenciamiento génico, degradacion de ARNs y genes blanco de miARNs

De acuerdo al conjunto de evidencias obtenidas en los estudios previos:
1) Los resultados del perfil de expresion génica mediante la técnica de microarreglos
permitieron detectar que las plantas de la linea MPxCP'*" sobre-expresan un subgrupo
de genes implicados en la maquinaria de procesamiento y degradacion de ARNS.
2) Las plantas de la linea MPxCP"™*¥ mostraron alteraciones en la acumulacién de un
conjunto de miARNSs, detectados mediante la técnica de Northern blot (Bazzini et al.,
2007), comparado y ampliado mediante RT-qPCR en este trabajo.
3) La expresion transitoria de GFP esta incrementada en la linea MPxCP ™", sugiriendo
la existencia de una alteracion en el mecanismo enddgeno de produccion/ generacion de
silenciamiento o su amplificacion, derivados directa o indirectamente de la expresion de
CP™*WV y MP.

Se plante6 la hipdtesis de que este mecanismo podria involucrar vias relacionadas
a la maquinaria de degradacion de ARNs (RNA decay). Para evaluar esta posibilidad,
previamente se realizaron exhaustivas busquedas de secuencias putativas
correspondientes a cada uno de los genes candidatos en Nicotiana tabacum, partiendo de
Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum y Nicotiana benthamiana. Se utilizaron las
herramientas BLASTX y BLASTN se buscaron unigenes ortdlogos en tabaco utilizando

T42W
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las bases de datos de Sol Genomics Network (http://solgenomics.net/), NCBI,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y TAIR (http://www.arabidopsis.org/). Los datos de
identidad de secuencia, valores-E se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9. Alineamiento de genes de la via de ARN decay, PTGS y blancos de miARNs de
Nicotiana tabacum y Arabidpsis thaliana.

Proceso Biologico Gen A. thaliana N. tabacum  Puntaje E-valne Cobertura Identidad Max
Rip4l AT3G61620 SGN-U422206 413 1,00E-113 60% 91%
ARN exosoma Rip42  AT3GO7750 SGN-U431343 412 3.00E-113 67% 77%
Rip43  ATIG60080 SGN-U442301 193 3.00E-55 51% 88%
Amplificacion RDR1 ATI1G14790 SGN-U431860 2225 0 93% 99%
PTGS RDR6  AT3G493500 SGN-U437134 2358 0 96% 99%
PTGS DCL1  AT1GO01040 SGN-U441360 397 4,00E-109 97% 71%
AGO1  AT1G48410 SGN-U449216 1089 0 S4%% 00%%
DCP1 ATIGO8370 SGN-U427782 298 1,00E-79 91% 95%
Decapping DCP2  ATSGL3570 SGN-U440412 288 8.00E-76 30% 93%
VCS  AT3G13300 SGN-U426119 233 8.,00E-62 81% 56%
Degradacion 5'-3' XRN3  ATIG75660 SGN-U424720 671 0 62% 74%
y si-bodlies XRN4 AT1G34490 SGN-U443677 354 2.00E-95 32% 90%
SGS3 ATSG23570  SGN-U426732 439 1.00E-180 47% 85%
Blancos de SPL2  AT3G43270 SGN-U435399 193 3.,00E-49 63% 35%
miARNs AtHBS AT4G32880 SGN-U439906 453 1.00E-127 97% 76%
CSD2  AT2G28190 SGN-U424966 337 9.00E-91 63% 84%%

Posteriormente, se diseflaron oligonucledtidos especificos para determinar los
niveles de expresion relativa de cada secuencia mediante RT-qPCR. Se evalu6 la
acumulacion relativa de genes relacionados a la maquinaria de ARN decay en plantas de
las lineas transgénicas CP'*", MP, MPxCP"**¥, mpxcp'**V, controles SX y plantas SX
infectadas con TMV a 6 y 18 dpi. Todas ellas de aproximadamente 6 semanas de edad.
Se tomaron muestras de 7 réplicas bioldgicas de cada linea evaluada. Los resultados
obtenidos demostraron que, efectivamente, numerosos genes involucrados en estas vias
se encontraron alterados en sus niveles de acumulacion en relacion a los controles no
transgénicos (Fig 4.4). Los datos que permitieron la confeccion de la figura se encuentran
en la Tabla 10.

- En el caso de la maquinaria ARN exosoma, resultd interesante observar que los
niveles de expresion de Rrp41 y Rrp43 se encontraron significativamente aumentados en
la linea MPxCP™Y al igual que en etapas tardias de la infeccion con TMV, sugiriendo
que este mecanismo es activo en la infeccion viral y se dispara inclusive cuando el
supresor del silenciamiento de TMV (replicasa viral) estd ausente.

- Por el contrario, los genes implicados en la maquinaria de silenciamiento génico
mediado por PTGS y activos en la biogénesis y funciéon de miARNs (DCL1 y AGO1
respectivamente) permanecieron invariables en las lineas transgénicas pero resultaron
fuertemente aumentados en etapas tardias de la infeccion con TMV.

- Los genes RDR1 y RDR6, mostraron aumentos de su expresion relativa en etapas
tardias de la infeccion con TMV. RDR6 no mostré cambios en las lineas transgénicas
pero resulté muy interesante la reduccion drastica en los niveles de expresion de RDR1
en las lineas CP"**Y y MPxCP'™", como ya fue discutido en el capitulo 3, dado que este
gen estd fuertemente relacionado a la defensa antiviral mediada por &cido salicilico. Por
otra parte, SGS3 resulté inducido en las lineas CP'™*"Y y MPxCP'™*", sugiriendo un
efecto de la proteina de capside en la regulacion de este transcripto. Este trranscripto no
fue evaluado en plantas infectadas con TMV.
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- Los genes implicados en las maquinarias de decapping (DCP1 y VCS) y
degradacion de ARN en sentido 5°- 3° (XRN3 y XRN4) no fueron evaluados en plantas
infectadas con TMV a 6 y 18 dpi, aunque en plantas transgénicas no mostraron cambios
en sus niveles de acumulacidon, con excepcion de DCP1 y XRN4, que resultaron
inducidos en la linea MPxCP™**V.

& & & &
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ARN exosoma Rrp42
Rrp43
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SGS3 0.0
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Figura 4.4. Niveles de expresion relativa (Log-2) de genes implicados en la maquinaria
de ARN decay y PTGS en las lineas transgénicas CP™**V, MP, MPxCP™*¥, mpxcp' V",
y plantas SX infectadas con TMV a 6 y 18 dpi, determinados por RT-qPCR. El esquema
obtenido mediante la herramienta MultiExperimentViewer v.4.2.01, asocia la coloracion
roja con aumentos de expresion y el color verde con reducciones de expresion teniendo
como referencia la escala numérica a la derecha. La coloracion gris indica ausencia de
datos. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas con respecto a
las plantas control, considerando un total de siete réplicas bioldgicas por linea evaluada
(* p-valores < 0,05 y ** p-valores < 0,01).

Degradacién 5' - 3'
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Finalmente, se evaluaron los niveles de acumulacion de tres genes blanco de
miARNs en tabaco (SPL2, ATHBS y CSD2) (Fig. 4.4) y los datos utilizados semuestran
en la Tabla 11. Su condicion de genes blanco de miARNs fue previamente validada
mediante una modificacion de la técnica RLM-RACE (Llave et al., 2002) y los resultados
de estas validaciones forman parte de un trabajo publicado por nuestro grupo (Bazzini et
al.,2011). SPL2, validado como blanco del miR156 no mostré cambios en sus niveles de
expresion en las lineas transgénicas, pese a los aumentos de su miARN regulador.
ATHBS, blanco del grupo miR165/66 tampoco resulto alterado, en concordancia con la
ausencia de cambio observada en su miARN regulador. CSD2, blanco del miR398,
aumento6 significativamente sus niveles de expresion en plantas infectadas con TMV
(ctapas tardias) y una fuerte reduccion en la linea MPxCP'™". Al parecer el miR398
estaria actuando de forma opuesta en la infeccion con TMV y en las plantas MPxCP™V,
Este comportamiento tiene su contraparte en la regulacion de CSD2, su gen blanco.

- Tabla 11. Valores obtenidos luego de los analisis de datos de las RT-qPCRs,
utilizados posteriormente para confeccionar la figura 4.4.

ARNm blancos de miARNSs
Relacién SPL2-miR156  AtHB8-miR166 CSD2-miR398
cp™?V 0,30+0,26 0,01+0,36 -0,23+0,43
MP -0,20+0,26 -0,34+0,45 -0,55+0,67
MPxCP™*V 0,39+0,35 0,00+0,35 -1,73+0,73
mpxep 2" -0,28+0,35 -0,35+0,37 0,05+0,38
TMV/NI 6dpi - - -0,08+0,51
TMV/NI 18dpi - - 2,61+1,02
p-valor
cp™V 0,1552 0,1692 0,2900
MP 0,1964 0,2168 0,1500
MPxCP™*V 0,0786 0,2131 0,0100
mpxep 2" 0,2131 0,1292 0,4500
TMV/NI 6dpi - - 0,4700

TMV/NI 18dpi - - 0,0300
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Figura 4.5. Niveles de expresion relativa (Log-2) de genes blanco de miARNs en las
lineas transgénicas CP™**Y, MP, MPxCP™", mpxcp™™", y plantas SX infectadas con
TMV a 6 y 18 dpi, determinados por RT-qPCR. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las plantas control, considerando un total de
siete réplicas biologicas por linea evaluada (* p-valores < 0,05 y ** p-valores < 0,01).

4.3.4. Estudio del impacto del silenciamiento de Rrp42 mediante la técnica de VIGS
sobre el fenotipo de N. benthamiana

En base a los resultados obtenidos en el perfil de expresion génica (Capitulo 2) y
de acuerdo a las posteriores evidencias (expresion transitoria de GFP y andlisis de
expresion de genes de ARN decay), se podria hipotetizar que la expresion de MP y
CP"™*V estarfa causando alteraciones en los componentes del ARN exosoma o quizés en
el funcionamiento del propio complejo enzimatico de degradacion 3°-5’.y esto podria
correlacionar con los cambios en la acumulacion de miARNS y a su vez con la generacion
de sintomas de la infeccion con TMV. Para verificar esta hipotesis, se realizaron ensayos
funcionales con el fin de explorar en detalle la participacién del componente Rrp42 del
nucleo del complejo ARN exosoma en el fenotipo desarrollado por la linea MPxCP'™#" y
su asociacion a la produccion de sintomas de TMV. Se utiliz6 la técnica de
silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) y un sistema basado en vectores TRV
para reducir la expresion de Rrp42 en Nicotiana benthamiana. Se agroinfiltraron 20
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plantas de N. benthamiana (10 para cada construccion) con vectores TRV conteniendo
una secuencia parcial de Rrp42 de 570 pb (Fig. 4.5 A) y se utilizdé como control un vector
TRV conteniendo secuencias parciales de GFP. Se confirmo el silenciamiento sistémico
de Rrp42 mediante RT-qPCR (Fig. 4.5 C, barras verdes) tomando como control plantas
agroinfiltradas con vectores trv-GFP. Los datos que permitieron la confeccion de los
graficos de expresion relativa se muestran en la Tabla 12. Adicionalmente, se evaluaron
los niveles de expresion de Rrp4l y Rrp43 para verificar que la disrupcion de la
expresion de un componente individual no afecte a los demas componentes del complejo
ARN exosoma (barras verdes) (Fig 4.5 C) y por otra parte, se considerd un control
adicional, en donde se chequed la ausencia de alteraciones de estos genes cuando GMP1
(un gen completamente ajeno al sistema de ARN decay) es silenciado sistémicamente
mediante VIGS (barras grises) (Fig 4.5 C). Una vez efectuados todos los controles
necesarios, se observd que las plantas trvRrp42 redujeron drédsticamente su tasa de
crecimiento, mostraron numerosas alteraciones morfologicas en sus érganos vegetativos
y fueron incapaces de dar inicio a la floracion, resultando en un fenotipo 100% estéril
(Fig. 4.5 B). Estos efectos fenotipicos producidos luego del silenciamiento de Rrp42
mediante VIGS resultan interesantes dado su parcial paralelismo a las alteraciones
observadas en las lineas MPxCP'#V.
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Figura 4.6. Efecto del silenciamiento de Rrp42 en el desarrollo y la morfogénesis de N.
benthamiana. A) Esquema de las construcciones (plasmidos pTRV1 y pTRV2-Rrp42)
utilizadas para realizar las infecciones con TRV mediante agroinfiltracion. B) Efectos
fenotipicos causados por el silenciamiento de Rrp42 luego de dos semanas transcurrida la
agroinfiltracion. C) Confirmacion del silenciamiento de Rrp42 enddgeno y verificacion
de la ausencia de alteraciones en los niveles de Rrp41 yRrp43 mediante RT-qPCR. Los
asteriscos indican las diferencias significativas de expresion en relacion a los controles
(*** indica p-valor < 0,005).
Tabla 12. Valores obtenidos luego de los analisis de datos de las RT-qPCRs, utilizados
posteriormente para confeccionar la figura 4.5 C.

Relacion Rrp41 Rrp42 Rrp43

trvRrp42  0,83+0,23 0,19+0,03 1,15+0,17

trvGMP1 1,08+0,21 0,87+0,08 1,17+0,16

p-valor

trvRrp42 0,2426 0,0006 0,2309

trvGMP1 0,3857 0,2712 0,2450
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4.3.5. Impacto del silenciamiento de Rrp42 en la acumulacion de genes
involucrados en silenciamiento y en un conjunto de miARNSs de V. benthamiana

Para verificar si la reduccion sistémica de la expresion de Rrp42 produce algun
impacto en la expresion de genes involucrados en PTGS y en la biogénesis de miARNS,
asi como en la propia acumulacion de miARNSs, se cuantificaron los niveles de expresion
de DCL1, AGO1, RDR2 y RDR6 asi como los genes miR156, miR164 y miR165/66. Se
evaluaron los niveles de expresion de estos genes en plantas de Nicotiana bethamiana
cuyos genes Rrp42 y GMPI1 fueron silenciados sistémicamente mediante VIGS. Se
utilizdé como control el gen GMP1 nuevamente, para discriminar cualquier tipo de efecto
producido por el silenciamiento de un gen enddégeno no relacionado. Los datos que
permitieron la confeccion de los graficos de expresion relativa se muestran en la Tabla
13. Los resultados obtenidos, mostraron que el silenciamiento de Rrp42 produce
reducciones significativas en la acumulacion de DCL1 y RDR6, dato muy novedoso dado
que no habia sido anteriormente reportada una relacién directa entre la regulacion del
complejo ARN exosoma y la via de PTGS. A su vez, las determinaciones de los niveles
de expresion de miARNs mostraron que en las plantas trvRrp42 disminuyeron
significativamente la acumulacion de miR156, miR164 y miR165/66. Estos resultados
muestran un efecto directo de la accion del complejo ARN exosoma en la acumulacion de
miARNS, tal vez mediado por DCL1 y RDR6 y constituye una evidencia contundente que
permitiria explicar los cambios en la acumulacion de miARNs y las alteraciones
morfologicas en las plantas de tabaco MPxCP'*Y, en una forma absolutamente
independiente de la accion de proteinas supresoras del silenciamiento de origen viral,

. . . T42W . .
pero inducidas por el complejo que forman CP y MP en la regulacion transcripcional
de la planta huésped.
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Figura 4.7. Niveles de expresion relativa de genes implicados en la maquinaria de PTGS
en las lineas de N. benthamiana silenciadas para Rrp42 y GMP1 mediante VIGS, en
relacion a los controiles trv-GFP, determinados por RT-qPCR. Los asteriscos indican las
diferencias estadisticamente significativas con respecto a las plantas control,
considerando un total de 6 réplicas bioldgicas por linea evaluada (para los mARNs * p-
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valores < 0,05 y ** p-valores < 0,01 y para el analisis de miARNSs se consideraron * p-
valores < 0,1 y ** p-valores < 0,05).

Tabla 13. Valores obtenidos luego de los analisis de datos de las RT-qPCRs, utilizados
posteriormente para confeccionar la figura 4.6.

Relacion  DCL1 AGO1 RDR2 RDR6 miR156 miR164  miR165

trvRrp42  0,74+0,15 1,04+0,45 0,8+0,14 0,52+0,13  0,56+0,17 0,57+0,18 0,58+0,17
trvGMP1 1,17+£0,18 1,37+0,21 0,79+0,19 0,80+0,15 1,39+0,52  0,93+0,24 0,98+0,23

p-valor

trvRrp42  0,0487 0,4204 0,0667 0,0112 0,0948 0,0237 0,0605
trvGMP1  0,2049 0,0871 0,0884 0,2240 0,1569 0,3788 0,4831

4.3.6. Estudio del impacto del silenciamiento de Rrp41 y Rrp43 mediante la técnica
de VIGS sobre el fenotipo de N. benthamiana

Dado el efecto observado en el fenotipo y en la expresion de genes relacionados a
PTGS y en la acumulacion de miARNSs luego del silenciamiento de Rrp42, se procedio a
evaluar el efecto fenotipico resultante del silenciamiento de los putativos componentes
del ARN exosoma Rrp4l yRrp43, que mostraron niveles aumentados en la linea
MPxCP™W y en infecciones virales a tiempos tardios (18 dpi). Se utilizo nuevamente la
técnica de silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) y un sistema basado en
vectores TRV para reducir la expresion de estos dos genes en Nicotiana benthamiana. Se
agroinfiltraron plantas con soluciones de Agrobacterium tumefaciens (cepa GV3101)
conteniendo vectores TRV transformados, en el primer caso con una secuencia parcial de
Rrp41 de 450 pb (trv-Rrp41) y en el segundo caso, con otro vector TRV conteniendo una
secuencia parcial de Rrp43 de 350 pb (trv-Rrp43). Como control se utilizd6 nuevamente
un vector TRV conteniendo secuencias parciales de GFP. Luego de dos semanas de
transcurrida la infeccion se observo que las plantas redujeron su tasa de crecimiento en
relacion a los controles infectados con el vector trv-GFP y resultd muy interesante el
fenotipo alterado que desarrollaron en la morfogénesis de las hojas, cuya manifestacion
fue mas evidente luego de tres a cuatro semanas post agroinfiltracion (Fig. 4.7A).
También resultd interesante observar que en la superficies foliares se manifestaron
mosaicos en la pigmentacion, similares a los sintomas de la enfermedad viral con TMV.
Las alteraciones observadas fueron similares en ambos casos (trv-Rrp4l y trv-Rrp43)
pero muy diferentes a los fenotipos desarrollados por el silenciamiento de Rrp42. Se
procedi6 a confirmar el silenciamiento de Rrp41 y Rrp43 enddgenos mediante RT-qPCR
(Fig 4.7B) y se verificara en el futuro si existe algun tipo de regulacion conjunta con
respecto a otros genes relacionados a PTGS, ARN decay que podrian estar alterados
como consecuencia del silenciamiento de estos componentes del ARN exosoma. A través
de estos andlisis y extrapolando los resultados obtenidos, se podrian determinar puntos
clave en la regulacion de las alteraciones observadas en las plantas transgénicas de tabaco
que expresan las proteinas virales CP™**" y MP que puedan explicarse por alteraciones en
miARNs. Finalmente, estas extrapolaciones deberan ser verificadas en las plantas de
tabaco.
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Figura 4.8. Efecto del silenciamiento de Rrp4l y Rrp43 en el desarrollo y la
morfogénesis de N. benthamiana. A) Reduccion en la tasa de crecimiento y defectos en el
desarrollo observados en las plantas de N. benthamiana luego de cuatro semanas post
agroinfiltracién con los vectores trv-Rrp4l y trv-Rrp43 en relacion a los controles
trvGFP. B) Confirmacion del silenciamiento de Rrp41 y Rrp43 enddgenos mediante RT-
qPCR.

4.3.7. Estudio del impacto del silenciamiento de Rrp41 y Rrp43 en la acumulacion
de miARNSs en N. benthamiana

Para verificar si la reduccion sistémica de la expresion de Rrp41 y Rrp43 produce, al
igual que en el caso de Rrp42, alteraciones en la acumulacion de miARNs se
cuantificaron los niveles de expresion de un panel de miARNSs en plantas de Nicotiana
bethamiana cuyos genes Rrp41 y Rrp43 fueron silenciados sistémicamente mediante
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VIGS (Fig. 4.8). Se utilizaron como control plantas trv-GFP, para discriminar los efectos
producidos por la replicacion del virus TRV. Los datos que permitieron la confeccion de
los graficos de expresion relativa se muestran en la Tabla 14. Los resultados obtenidos,
mostraron que tanto el silenciamiento de Rrp4l como Rrp43 produjeron reducciones
significativas en la acumulacion de miR167 y miR172 y aumentos en la acumulacion de
miR398. A su vez, las plantas trvRrp43 disminuyeron significativamente la acumulacion
de miR164 y miR165/66. Estos resultados muestran un efecto directo de la accion del
complejo ARN exosoma en la acumulaciéon de miARNs y constituye una vez mas, una
evidencia contundente que permitiria explicar los cambios en la acumulacion de miARNs
y las alteraciones morfoldgicas en las plantas de tabaco MPxCP ™V,

Tabla 14. Valores obtenidos luego de los andlisis de datos de las RT-qPCRs, utilizados
posteriormente para confeccionar la figura 4.8.

Relacion  miR156  miR164 miR165/66 miR167 miR172 miR390  miR398

trvRrpdl  0,33£0,49 0,45£0,43 -0,07£0,45 -0,85+0,68 -0,97+0,49 -0,25+0,38 2,45+0,81
trvRrp43  -0,05+0,66 -0,88+0,59 -0,70+0,55 -1,84+0,91 -1,32+0,56 -0,13+0,50 1,64+0,92

p-valor

trvRrp4l  0,2711 0,1097 0,4232 0,0112 0,0875 0,2290 0,0235
trvRrp43 ~ 0,4619 0,0155 0,0337 0,0240 0,0220 0,3568 0,0632

trv-GFP  trv-Rrp41 trv-Rrp43

miR156
miR164
|MiR165/66
'miR167
miR172
miR390
miR398

-20 0.0 2.0

Figura 4.9. Niveles de expresion relativa de miARNs maduros en las lineas de N.
benthamiana silenciadas para Rrp41 y Rrp43 mediante VIGS, en relacién a los controles
trv-GFP, determinados por RT-qPCR. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las plantas control, considerando un total de
6 réplicas biologicas por linea evaluada (* p-valores < 0,1). El esquema obtenido
mediante la herramienta MultiExperimentViewer v.4.2.01, asocia la coloracion roja con
aumentos de expresion y el color verde con reducciones de expresion teniendo como
referencia la escala numérica a la derecha
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4.4. Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos por Bazzini et al., (2007), donde se
demuestra que las alteraciones en la acumulacion de un panel de miARNSs en las plantas
transgénicas en estudio no guarda relacion con la presencia de proteinas supresoras del
silenciamiento de TMV, en esta tesis se confirm6 el mismo efecto mediante la tecnologia
de RT-qPCR para miARNs. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada con el fin de
detectar la expresion diferencial de miARNs en N. tabacum y otras especies (Frazier et
al., 2010; Guo et al., 2011) y posee ciertas ventajas con respecto al Northern blot, por
ejemplo, que no requiere el uso de grandes cantidades de ARN para confeccionar el
ADNc, la obtencion de resultados puede ser mas rapida y su cuantificacion es mas precisa
y adecuada que en el caso de la técnica de Northern blot y la reproducibilidad es alta
dado que pueden incluirse en el analisis un elevado nimero de réplicas bioldgicas. Los
resultados obtenidos en la figura 4.1 confirman casi en su totalidad los obtenidos en
Bazzini et al, (2007) que indican que las plantas MPxCP'*" muestran un set de
miARNSs alterados y a su vez amplian el panel de miARNs analizados.

En el caso del miR156, ambas técnicas mostraron incrementos en su expresion en
las plantas de tabaco de la linea MPxCP™*"Y. La reduccion del nivel de este miARN es
necesaria para que se produzcan los cambios de fase vegetativa juvenil a adulta en N.
benthamiana (Yang et al., 2011). En Arabidopsis thaliana, la sobreexpresion del miR156
mostrod un retraso moderado en la floracion y una severa pérdida de dominancia apical
(Schwab et al., 2005). Se demostrd también que plantas doble mutantes para los genes
SPL9 y SPL15 (genes blanco de la accion del miR156) mostraron fenotipos similares a
las plantas sobreexpresantes de miR156b (Schwarz et al., 2008), con alteraciones en la
transicion vegetativa juvenil a adulta. También se demostré que el miR156 y uno de sus
genes blanco (SPL3) en conjunto con el factor FT (FLOWERING LOCUS T) son
necesarios para la regulacion de la floracion en respuesta a la temperatura ambiente (Kim
et al., 2012). Con toda esta informacion, resulta interesante hipotetizar que los aumentos
observados en la acumulacion de miR156 podrian estar asociados a las alteraciones en la
regulacién del desarrollo de la linea MPxCP™V, que muestra un leve retraso con
respecto a los controles (Bazzini et al., 2007). Esta hipotesis estaria apoyada por el
trabajo de Amin et al., (2012), donde se demuestra que la acumulacion de miR156
también se encuentra alterada diferencialmente en respuesta a infecciones virales, en este
caso con un panel de begomovirus. Cabe destacar que a pesar de haber detectado
aumentos en la acumulacion del miR156 maduro en plantas MPxCP™" el gen blanco
cuyos niveles de expresion se evaluaron en este trabajo (SPL2) no mostrd alteraciones
significativas (Fig. 4.4), siendo posible que el efecto de este miARN regule otros de los
ya descriptos genes blanco de la familia SPL (Wu y Poethig, 2006) o participe en una
regulacion tipo feedback donde el nivel de transcripcion y el miRNA llegan a un nuevo
equilibrio.

Los niveles de acumulacion del miR164 no mostraron alteraciones en las plantas
de la linea MPxCP™*Y en las determinaciones por RT-qPCR, aunque los resultados de
Northern blot obtenidos por Bazzini et al., (2007) solo mostraron alteraciones leves en
estas plantas y cambios significativos Unicamente en las infecciones con TMV. Se
demostrd también en un trabajo realizado por nuestro grupo que la transcripcion del
miR164a se eleva en infecciones con TMV-Cg y ORMV en Arabidopsis (Bazzini et al.,
2009). Los aumentos en los niveles de transcripcion del miR164 se relacionan con
cambios hormonales ligados a procesos del desarrollo, siendo auxinas y giberelinas dos
hormonas disparadoras de la actividad transcripcional de este gen MIR (Bazzini et al.,
2009). Por otra parte, los resultados obtenidos en un segundo trabajo desarrollado por
nuestro grupo, donde se cuantifican los niveles de expresion de un panel de miARNs
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mediante un andlisis de microarreglo y posteriores validaciones por RT-qPCR
demuestran que miR164 se induce en etapas tardias de infecciones con TMV y disminuye
levemente en etapas tempranas, donde el virus no ha alcanzado el tejido sistémico
analizado (en consecuencia, el supresor del silenciamiento de TMV estd ausente)
(Bazzini et al., 2011). Por lo tanto, es esperable que en plantas transgénicas que expresan
CP™W y MP, donde la funcion supresora del silenciamiento viral no se detecta, las
alteraciones en la acumulacion del miR164 sean muy leves.

La acumulacion del grupo miR165/66 no mostré aumentos significativos en sus
niveles de expresion a diferencia de los datos obtenidos mediante Northern blot, donde se
demuestra que miR165 aumenta su expresion en la linea MPxCP™*Y (Bazzini et al.,
2007). Estos resultados pueden diferir dado que existe una variacion técnica en la
especificidad entre la sonda de Northern blot (detecta exclusivamente el miR165) y la
amplificacion por PCR, cuyos oligonucledtidos no pueden diferenciar entre miR165 y
miR166, cuantificando el conjunto. Por otra parte, los niveles de acumulacion de
miR165/66 se encontraron reducidos en plantas de tabaco infectadas con TMV y SHMV
en etapas tempranas (Bazzini et al., 2011) con lo cual es probable que su alteracion
dependa de efectos sistémicos mediados por la replicasa o de la propia replicacion viral,
ya que la expresion de MP y CP™*Y tampoco alteran miR165/66. Esto puede confirmarse
también considerando que el nivel de expresion de AtHBS, uno de los genes blanco de
miR165 validados no presentd cambios en las plantas transgénicas estudiadas, aunque si
lo hizo a etapas tempranas de la infeccion con TMV (Bazzini et al., 2011), indicando un
panorama muy complejo en la regulacion de este grupo en respuesta infecciones virales.

Resulta interesante observar que los niveles de expresion del miR172 y miR398
mostraron alteraciones en las plantas transgénicas, aunque estos datos carecen de
contraparte en los andlisis de Northern blot. En el caso de miR172 este gen mostro
reducciones significativas en plantas de la linea MP, dato que result6 notable porque estas
plantas no muestran alteraciones ni en el patréon ni en los tiempos de floracion. Por otro
lado, la acumulacién de miR172 no manifesté cambios en las plantas MPxCP™?", donde
la floracion se encuentra sustancialmente alterada. Este aspecto podria reflejar algan tipo
de efecto amortiguador dado que ambos, miR156 y miR172 actian formando un nodo
que regula las transiciones de fases vegetativas juvenil y adulta y la induccién y
morfogénesis floral (Zhu y Helliwell, 2011; Rubio-Somoza y Weigel, 2011). Los niveles
de expresion del miR398 mostraron cambios significativos tanto en plantas MPxCP'*"W
como en caso de las infecciones virales. En concordancia con estas alteraciones, uno de
los genes blanco de este miARN, la CSD2, result6 disminuido en las plantas MPxCP™**"Y
e inducido en etapas tardias de infecciones con TMV. Este resultado es muy interesante,
ya que sugiere que la expresion de MP y CP™Y indujo la expresién de miR398 y
provoco la reduccion en la expresion de uno de sus genes blanco, CSD2 demostrando una
relacién directa con en el desequilibrio oxidativo que presentan las plantas MPxCP ™Y,
A su vez, se ha demostrado en trabajos previos que el miR398 reduce su expresion en
respuesta a diversos estreses bidticos y abidticos con el consecuente aumento de la
expresion de sus genes blanco (Jagadeeswaran et al., 2009; Zhu et al., 2011).

De acuerdo a los resultados obtenidos en las evaluaciones de la actividad
supresora del silenciamiento mediante agroinfiltraciones con GFP y pl19 se sugirié la
existencia de un mecanismo de alteracion endogeno del silenciamiento. Esta alteracion no
fue afectada por la presencia del supresor pl9 lo que indicaria que el mencionado
mecanismo de alteracion actuaria rio arriba de la formacién del complejo RISC (cargado
de AGOL1), teniendo en cuenta el modo de accion de pl19. Como ya fue ampliamente
descripto, p19 es la proteina supresora del silenciamiento de tombusvirus y actia
mediante el secuestro de siARNs de 21 pb impidiento la carga normal de AGO1 (Ye et
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al., 2003; Vargason ef al., 2003). Para confirmar si complejo formado por MP y CP™*W
actta en la biogénesis de los sSRNAs, se deberian efectuar co-agroinfiltraciones con otros
supresores, que actien a diferentes niveles. Existen diversos VSRs que actuan en distintas
etapas del silenciamiento antiviral, por ejemplo en la etapa efectora, como lo es el
cargado de AGO. Esta etapa es inhibida por el supresor 2b de Cucumber mosaic virus
(CMV) (Zhang et al., 2006). En conjunto, existen numerosos VSRs que actian en
diferentes etapas como por ejemplo el p38 de Turnip crinckle virus (TCV) que actua
inhibiendo Dicer paso previo a la produccion de sARNs (Ding y Voinnet, 2007) y otros,
cuya accion habia sido descripta en el secuestro de siARNs como los supresores p21 de
Beet yellows virus (BYV), HcPro de los potivirus, pl5 de Peanut clump virus (PCV), que
estan actualmente siendo re considerados (Schott ef al., 2012). La hipotesis planteada en
este trabajo de tesis que sugiere la existencia de otros mecanismos de supresion endogena
del silenciamiento estd en concordancia con lo ya propuesto para otros sistemas virales,
donde se demuestra la interaccion de los supresores con factores enddgenos del huésped
(Ding y Voinnet, 2007). Por ejemplo, el supresor AC2 de los begomovirus es un
activador de la transcripcion, su localizacion es nuclear y posee dominios de uniéon a
ADN. Cuando esta proteina se expresa transgénicamente induce la transcripcion de
aproximadamente 30 genes necesarios para ejercer su funcion supresora, entre ellos un
posible supresor celular del silenciamiento (Trinks et al., 2005). Del mismo modo, el
supresor HcPro interactiia con una proteina relacionada a calmodulina (rgs-CaM) que
suprime el silenciamiento cuando es sobreexpresada (Anandalakshmi ef al., 2000). La
supresion del silenciamiento mediada por AL2, el pardlogo de AC2 en los curtovirus
(otro género de los geminivirus) subyace en la interaccion proteina-proteina directa con
una adenosina-quinasa, inhibiendo su funcion en la metilacion de episomas virales
dependiente de DCL3 (Wang y Metzlaff, 2005; Buchmann et al., 2009).

A su vez, algunos componentes de la maquinaria de ARN decay estan implicados
en la defensa antiviral y son fuente de alteracion de miARNs. La exorribonucleasa 5°- 3’
XRN4 incrementa la degradacion del ARN viral de Cucumber necrosis mosaic virus
(CNV) cuando es sobreexpresado en Arabidopsis, al igual que su ortdlogo XRNIp de
levaduras (Cheng et al., 2007). Se ha demostrado también que las plantas de N.
benthamiana que silencian XRN4 acumulan un 50% mas de ARN genomico del virus
Tomato bushy stunt tombusvirus (TBSV) e incrementan drasticamente la emergencia de
nuevos ARNSs virales recombinantes y parcialmente degradados (Jaag y Nagy, 2009). Del
mismo modo, el silenciamiento de XRN4 mediante VIGS en N. benthamiana facilita la
infeccion local y sistémica de TMV (Peng ef al., 2011). Por otra parte, componentes de la
maquinaria de ARN decay implicados en el proceso de decapping, especificamente
DCP2, es necesario para evitar el silenciamiento y degradacion de transgenes en
Arabidopsis. Cuando este gen se silencia se produce la acumulacion de ARNm con
caperuzas aberrantes que desencadenan PTGS y promueven el silenciamiento del
transgen (Thran et al., 2011). A su vez, DCP1 y VCS, componentes de la maquinaria de
decapping parecen estar implicados en el procesamiento de pri-miARNs vy
consecuentemente en la biogénesis de miARNSs, por lo tanto, los fenotipos letales que
presentan las mutantes de estos genes podrian estar asociados a los defectos en el
procesamiento de precursores de miARNs (Motomura et al., 2012). Todas estas
evidencias sugieren que la maquinaria de ARN decay mediada por accion de
exorribonucleasas 3’- 5’componentes del ARN exosoma podria estar también implicadas
en la defensa antiviral o por el contrario, ser manipulada por el virus para contrarrestar la
defensa y a su vez ser participe de la alteracion de miARNSs de las plantas MPxCP™**V.
Por esta razon y dada la letalidad de los genotipos mutantes para los componentes de
ARN decay, la técnica de VIGS es adecuada para el estudio de estas vias. No existen en
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la literatura trabajos donde se hayan utilizado genotipos mutantes. En el trabajo de
Chekanova et al., (2007), se han realizado estudios de knock-down mediante sistemas de
RNAi inducibles y se han identificado de esta forma numerosos sustratos de la
degradacion del exosoma, entre ellos un set de ARNs pequefios nucleares y nucleolares,
ARNs de transferencia y mensajeros, sumados a una amplia variedad de ARNs
mensajeros que no completaron su correcto procesamiento 3°, miARNSs primarios y otros
transcriptos no codificantes nunca antes descriptos, asociados a repeticiones en tdindem de
regiones centroméricas y pericentroméricas. Todos estos sustratos sugieren que el
exosoma es una maquinaria de fundamental importancia en el control de la expresion
génica en plantas. Estos resultados apoyan fuertemente la segunda hipotesis de este
trabajo, donde se plantea que existen mecanismos alternativos de alteracion de miARNs y
que tal vez estos involucran efectos directos o indirectos de la accion del complejo ARN
exosoma. Es decir, que los resultados obtenidos mostraron que la expresion de MP y
CP™W produce alteraciones en la acumulaciéon de miARNs y concomitantemente
defectos en el desarrollo y morfologia similares a sintomas. A su vez, en estas plantas
algunos componentes del exosoma estan alterados y cuando se indujeron cambios en la
expresion de estos componentes mediante VIGS en N. benthamiana se observo que
algunos miARNs también mostraron afectados sus niveles de acumulaciéon y se
produjeron nuevamente alteraciones morfologicas parecidas a sintomas. En conjunto, los
resultados de este trabajo y los previamente publicados permiten suponer la existencia de
una fuerte conexion entre la alteracion de los componentes del exosoma mediada por las
proteinas virales y alteraciones en la acumulacion de miARNs, que a su vez
correlacionarian con los sintomas de TMV.

4.5. Conclusiones

En conclusion, los resultados obtenidos en este capitulo han demostrado que:
-Existe un panel de miARNS alterados por la expresion conjunta de MPxCP™*V.
-La expresion transgénica de CP™*Y y MP forma un complejo que incrementa los niveles
de expresion transitoria de GFP en tejidos foliares y este efecto no es afectado por la
accion del supresor del silenciamiento p19.
-La linea MPxCP"™W vy plantas de tabaco infectadas con TMV en etapas tardias,
muestran numerosas alteraciones en la expresion de genes componentes de la maquinaria
de ARN decay.
-Los aumentos observados en la expresion de las exorribonucleasas 3’- 5’ componentes
del ARN exosoma en plantas de la linea MPXCP™" y en las infecciones con TMV
mostro ser un mecanismo activo en la infeccion viral y se dispara inclusive en ausencia
del supresor del silenciamiento de TMV.
-Los ensayos funcionales mediante VIGS de los componentes Rrp41, Rrp42 yRrp43
mostraron drésticas alteraciones en el desarrollo similares a sintomas o a los efectos de
los supresores virales cuando estos son expresados en plantas. A su vez, el silenciamiento
inducido por VIGS de Rrp41, Rrp42 y Rrp43 produjo cambios en la acumulacion de un
conjunto de miARNSs y de algunos de sus genes, confirmando la accion directa de la
maquinaria ARN exosoma sobre el control de los niveles de miARNs maduros.

En conjunto, todas estas evidencias permiten sugerir que los componentes del
ARN exosoma podrian ser alterados por el complejo formado por CP™"Y y MP y causar
directa o indirectamente tanto alteraciones morfoldgicas y del desarrollo de las plantas
MPxCP"™¥ como cambios en la acumulacion de miARNSs. Por otro lado, en este trabajo
se obtuvieron evidencias de mecanismos adicionales de generacion de sintomas de TMV,
independientes a los que resultan de la replicacion viral y de la accion del supresor del
silenciamiento.



CAPITULO 5
CONCLUSIONES GENERALES
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El uso de plantas transgénicas que expresan proteinas virales del TMV bajo
promotores constitutivos o inducibles estd ampliamente extendido en el estudio de las
funciones individuales de las diferentes proteinas virales durante la interaccion planta-
virus. Estos sistemas de expresion permitieron determinar por ejemplo, en caso de la CP
de TMV, su funcion en la encapsidacion y desencapsidacion viral y en el movimiento
sistémico del virus. Asimismo, se determin6 que la expresion de MP de TMV posee un
rol definido en el movimiento célula-célula del virus mediante su interaccion con los
plasmodesmos y también un efecto facilitador del movimiento de la sefial de
silenciamiento antiviral. Por otra parte, la expresion de la replicasa de TMV esta
implicada en la produccion de alteraciones morfologicas en las plantas y también genera
aumentos de susceptibilidad frente a infecciones con otros virus, datos acordes con la
funcion de supresion del silenciamiento de esta proteina. Estos sistemas de expresion de
proteinas virales han sido ampliamente utilizados en el laboratorio y son utiles para
reducir la complejidad de la interaccion planta-virus permitiendo profundizar su estudio.
Nuestro laboratorio dispone de diferentes lineas de tabaco que expresan una version
mutada de CP (CP'™W) y de MP, y produjo a su vez una linea doble expresante,
MPxCP™W. Cuando estas proteinas co-expresan, constituyen un complejo
macromolecular y son responsables de generar alteraciones en la morfologia y en la
expresion génica del huésped, como ya fue demostrado por el grupo. Con el objetivo de
entender las alteraciones transcripcionales producidas por la expresion de estas proteinas
virales y su vinculo con la enfermedad, se realizaron estudios de transcriptomica
diferencial. Los resultados provenientes de los perfiles globales de expresion génica,
donde se detectaron transcriptos alterados por la co-expresion de CP™" y MP en plantas
de tabaco, involucran genes pertenecientes a vias metabolicas relacionadas con estrés
oxidativo, respuesta a hormonas, sefalizacion, regulaciéon de la transcripcion,
procesamiento de ARN, metabolismo y fotosintesis (Tabla 3). Los genes implicados en
estrés oxidativo y respuesta hormonas mostraron niveles de expresion disminuidos,
sugiriendo una reduccion especifica (shut off) de la expresion génica independiente de la
replicacion viral medidada por estas proteinas virales. Por otro lado, los aumentos de
expresion de genes implicados en vias de procesamiento y degradacion de ARN sugieren
la activacion de mecanismos de defensa del huésped o tal vez un efecto de contradefensa.

Las hipotesis planteadas en este trabajo generadas como resultado de los anélisis
de expresion diferencial génica fueron corroboradas satisfactoriamente:

o Se demostré que la expresion constitutiva de las proteinas virales de TMV, tanto
MP como la versién mutada de CP (CP™W), producen fenotipos de estrés y defensa
especificos y son capaces de modular las respuestas de defensa de un modo complejo.

(a) La expresion individual de MP gener6 respuestas inductoras de defensa, mediante la
produccion de ERO y hormonas de defensa (SA) (Figs. 3.1; 3.2; 3.4; 3.5 y 3.6). Por otra
parte, fue responsable de modular la activacion de respuestas de defensa frente a
patogenos con diferentes estrategias de infeccion (biotréficas, hemibiotroficas o
necrotroficas). MP gener6d aumentos de susceptibilidad frente a Pseudomonas syringae pv
tabaci (Fig. 3.8) y Sclerotinia sclerotiorum (Fig 3.9) y un efecto de recuperacion frente a
infecciones con ARN desnudo de TMV (Fig. 3.7).

(b) Por el contrario, la funcién de CP en este mismo contexto seria opuesta, dado que
reduce la expresion de algunos genes involucrados en la activacion de defensa inmune
como PR-1 y RDRI1 (Fig. 3.6).

(c) Cuando ambas proteinas co-expresan, CP incrementa los efectos de MP,
probablemente debido a la formacidén de complejos macromoleculares que exacerban la
funcién de esta ultima.
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. La segunda hipotesis de este trabajo plantea la existencia de un mecanismo de
alteracion de miARNs y de generacion de sintomas independiente de la accién de
supresores del silenciamiento de origen viral. Los resultados obtenidos permitieron
arrojar luz y proponer una nueva alternativa de alteracion del nivel de acumulacion de
miARNs mediada por la maquinaria endégena de ARN decay. Se demostré que la co-
expresion de CP™Y y MP genera aumentos en los niveles de expresion de genes
componentes del ARN exosoma (Fig. 4.4) y més aun, ensayos de agroinfiltraciéon con
GFP mostraron aumentos en los niveles de acumulacién de transcriptos de GFP en
plantas MPxCP™*" sugiriendo un efecto supresor del silenciamiento endogeno (Figs. 4.2
y 4.3). Por otra parte, en ensayos funcionales mediante VIGS, se demostrd que el
silenciamiento de los componentes del exosoma Rrp4l, Rrp42 y Rrp43 generod
alteraciones morfologicas similares a sintomas (Fig. 4.6 y 4.8) y alteraciones en los
niveles de acumulaciéon de miARNs (Fig. 4.7 y 4.9). Todos estos resultados sugieren un
rol de la via de ARN decay en las alteraciones observadas en las plantas MPxCP™" y
probablemente en las infecciones virales con TMV.

En este trabajo de tesis se estudiaron dos mecanismos: defensa inmune innata y
ARN decay. Ninguno de estos aspectos habia sido ampliamente estudiado en conjunto en
relacion a infecciones virales en trabajos previos, dado que habitualmente se considera
que el silenciamiento génico antiviral es el actor principal, tanto en la activacion de la
defensa antiviral como en la generacion de sintomas. Los resultados obtenidos en este
trabajo ofrecen una vision diferente y muy enriquecedora de la interaccion planta-virus,
que demuestra claramente la existencia de otros factores que cumplen roles
fundamentales en la defensa y la sintomatologia de las infecciones. Y a pesar de que
defensa inmune y ARN decay no parecen ser dos mecanismos estrechamente
relacionados, tal vez en la interaccion planta-virus, la activacion del primero genera
alteraciones en el segundo y/o viceversa, es decir que por ejemplo, el efecto shut off de
genes de detoxificacion de ERO podria ser consecuencia de los incrementos en el decay
de ARNs enddgenos.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que en el contexto de una infeccion
viral, las proteinas CP y MP cumplen roles de fundamental relevancia en la expresion
génica y en la fisiologia del huésped, tanto mediante la modulacion de las respuestas de
defensa innata como a través de la alteracion de la maquinaria de ARN decay. Estos
efectos combinados, sumados a las alteraciones en la fisiologia del huésped mediadas por
la replicacion activa del virus, probablemente constituyen factores determinantes de la
apariciéon de sintomas. A su vez, las funciones de cada proteina individual en la
modulacion de la defensa del huésped sugieren la existencia de un equilibrio
preestablecido entre defensa y contradefensa, de modo tal que durante el transcurso de
una infeccidn, la virulencia permanezca controlada y los niveles maximos de severidad
potencial no sean alcanzados. De esta forma, el balance de la progresion de los sintomas
no agotaria tempranamente los recursos del huésped y prolongaria su subsistencia.

Este trabajo constituye un nuevo aporte al conocimiento de la interaccion virus-

planta y sienta bases para estudiar:
o El rol activo de la inmunidad innata en la defensa antiviral durante interacciones
planta-virus compatibles y la interaccion entre el sistema de defensa y el silenciamiento
génico antiviral. Datos previos que vinculan la sefalizacion mediada por SA con
componentes de la via de silenciamiento como RDR1 junto con datos obtenidos en este
trabajo, que demostraron la regulacion negativa de RDRI1 por la proteina viral CP,
apoyan la idea de la existencia de un sistema de defensa integrado, donde el
silenciamiento es un componente mas de una maquinaria compleja.
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. La influencia de las alteraciones generadas por una infeccion viral en la defensa

contra otros patdogenos, situacion de infecciones mixtas que se presenta habitualmente a
campo.
. Un nuevo mecanismo alternativo de alteracion de miARNs y consecuentemente
de generacion de sintomas, que actuaria simultineamente a la accion de los supresores
del silenciamiento virales y estaria mediado por la modulacion de genes endogenos.
Queda atn por responder si el origen de esta alteracion representa la activacion de un
mecanismo de defensa antiviral por parte de la planta o si responde a la activacion de
mecanismos de contradefensa del virus.

Los resultados obtenidos constituyen un importante aporte al entendimiento de las
bases moleculares de la defensa antiviral y del desarrollo de sintomas y proveen
herramientas para el disefio de nuevas estrategias biotecnoldgicas de control de virosis en
cultivos de interés agronomico.
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