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Resumen

En los tltimos afos, la produccion mundial de pitahaya ha incrementado
significativamente. Sin embargo, a pesar de los nimeros beneficios sociales, nutricionales y
econdmicos que posee, existen pocos estudios de caracterizacion molecular relacionados a su
productividad, calidad y/o resistencia a patogenos. El presente proyecto tiene como objetivo
construir clones infecciosos basados en el genoma del cactus carlavirus 2 (CCV-2), con
aplicaciones potenciales en el estudio de la expresion génica y el control de patdégenos en
pitahaya (Hylocereus spp.). Los fragmentos de CCV-2 se disefiaron in silico en Twist Bioscience
y Geneious Prime, y fueron ensamblados con el sistema Golden Gate. Dicho constructo fue
insertado en E. coli y A. tumefaciens para posteriormente ser inoculado en Hylocereus spp.
(n=12) mediante agroinfiltracion i) con jeringa ii) corte en bisel, evaluando su infeccion a los 30,
60 y 90 dias post-trasnfeccion por RT-PCR. El constructo viral resulté ser infeccioso en un 20%
en Hylocereus spp. El estudio representa una herramienta prometedora para estudios de biologia

viral y gendmica funcional en cultivos no modelo como la pitahaya.

Palabras clave: carlavirus, constructo viral, agroinfiltracion, genomica funcional



Abstract

In recent years, global pitahaya production has increased significantly. However, despite
the numerous social, nutritional, and economic benefits it offers, few molecular characterization
studies have been conducted on its productivity, quality, and/or pathogen resistance. This project
aims to construct infectious clones based on the cactus carlavirus 2 (CCV-2) genome, with
potential applications in the study of gene expression and pathogen control in pitahaya
(Hylocereus spp.). CCV-2 fragments were designed in silico at Twist Bioscience and Geneious
Prime and assembled using the Golden Gate system. This construct was inserted into E. coli and
A. tumefaciens and subsequently inoculated into Hylocereus spp. (n=12) by agroinfiltration (i)
with a syringe (ii) by bevel cut, and their infection was evaluated at 30, 60, and 90 days post-
transfection by RT-PCR. The viral construct was found to be 20% infectious in Hylocereus spp.
This study represents a promising tool for viral biology and functional genomics studies in non-

model crops such as pitahaya.

Keywords: carlavirus, viral construct, agroinfiltration, functional genomics
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1. Introduccion

En los tltimos afos, la pitahaya (Hylocereus spp.) ha sido de gran interés comercial a
nivel global. Su apariencia y sabor tnico ha aumentado la demanda de los consumidores, lo que
la convierte en un cultivo lucrativo (Singh et al., 2024). Incluso se ha demostrado que su
produccion mejora la cohesion social entre sus agricultores y contribuye a tradiciones culinarias
debido a su reconocimiento como fruta exética (Luu et al., 2021; Singh et al., 2024). Ademas,
posee un alto valor nutricional acompafiado de propiedades terapéuticas que otorgan efectos
antimicrobianos, cardiovasculares y hepatoprotectores, destacando su potencial como alimento
funcional (Anitha et al., 2023; Jimenez-Garcia et al., 2022).

Ecuador pertenece a uno de los principales productores de cultivos de pitahaya en
América. Sus exportaciones crecieron un 40,52% de 2019 a 2023, y sus principales mercados
incluian a Estados Unidos, Canada, China & Hong Kong (Arevalo & Yucci, 2024). En 2022, la
superficie destinada al cultivo de pitahaya en Ecuador alcanzé las 1528 hectareas con un registro
aproximado de mas de 2260 productores destinados a su exportacion (Agrocalidad, 2022). El
mayor numero de estos registros correspondi6 a las provincias de Morona Santiago, Manabi y
Guayas, destacandose como las principales zonas productoras a nivel nacional.

Actualmente se cultivan tres especies de pitahaya en Ecuador: Hylocereus undatus,
Hylocereus megalanthus y Hylocereus polyrhizus, siendo las dos primeras las de mayor
popularidad. Cualquiera de estas especies puede propagarse mediante esquejes de tallos, los
cuales tienen la capacidad de enraizar y establecerse como nuevas plantas. Si bien este método
permite una rapida expansion del cultivo, también conlleva un mayor riesgo de diseminacion de
patdgenos que comprometen su sostenibilidad (Espinoza-Lozano et al., 2023, 2024; Janssen et
al., 2022). Entre los agentes fitopatdgenos asociados a esta via de propagacion tenemos a
bacterias, hongos o virus. En los ultimos afios, se han reportado diversos virus que afectan a estas

especies, especialmente del género Potexvirus, entre los que se encuentran: cactus virus X
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(CVX), pitahaya virus X (PitVX) y schlumbergera virus X (SchVX). Las plantas hospederas
infectadas naturalmente por Potexvirus pueden presentar sintomas como moteado, mosaico,
necrosis, clorosis, manchas, enanismo o, en algunos casos, ser asintomaticas (Ryu et al., 2021).
No obstante, segun (Masanto et al., 2018), cactus virus X (CVX) puede provocar sintomas
visibles como manchas, necrosis o clorosis en pitahaya.

Como parte fundamental de los métodos de prevencion y control de enfermedades virales
en cultivos, resulta indispensable comprender la caracterizacion bioldgica y molecular de los
virus. La ausencia de este conocimiento limita significativamente los estudios de causalidad
entre agente y enfermedad, asi como las evaluaciones ecoldgicas y agronémicas sobre el impacto
de las infecciones virales en los sistemas productivos (Pasin, 2022). Ademas, dificulta el disefio e
implementacion de estrategias efectivas de manejo integrado. Las infecciones causadas por virus
son especialmente complejas de erradicar debido a su rapida evolucidn, su alta variabilidad
genética y su naturaleza parasitica. En términos generales, los virus penetran las células
vegetales y se apropian de los recursos metabdlicos de la planta para replicarse, desplazdndose a
través de sus tejidos y disemindndose incluso sin la aparicion de sintomas visibles (Anikina et
al., 2023; Tian & Valkonen, 2013).

Debido a la naturaleza sistémica de los virus vegetales, el uso de sistemas de
silenciamiento génico inducido por virus (VIGS, por sus siglas en inglés) constituye una
herramienta poderosa de biocontrol. Este sistema se basa en la utilizacion de vectores virales
modificados capaces de inducir la degradacion de ARN mensajero especifico a través del
mecanismo de silenciamiento postranscripcional (PTGS). Dependiendo del disefio del vector,
este mecanismo permite silenciar ARN virales —aplicacion directa de biocontrol— o ARN
mensajeros celulares, permitiendo evaluar rapidamente la funcion de genes procedimiento
conocido como genética inversa (Senthil-Kumar & Mysore, 2011; Wang et al., 2019). Su

implementacion ha sido exitosa en multiples cultivos horticolas y frutales, incluyendo tomate,



tabaco, girasol, fresa y recientemente pitahaya, donde se ha logrado modular la expresion de
genes implicados en rutas de pigmentacion y defensa (Hua et al., 2021).

A pesar de sus numerosos beneficios econdmicos, sociales y culturales, la pitahaya
continua siendo un cultivo con limitada informacién genética y escasas herramientas funcionales
disponibles para el estudio de sus procesos biologicos. Esta carencia representa un obstaculo
importante para el avance en la comprension de los mecanismos moleculares que regulan
caracteristicas clave como la calidad del fruto, la tolerancia a patégenos y el desarrollo
fisiologico. Por lo que, la aplicacion futura de sistemas VIGS en pitahaya se perfila como una
estrategia prometedora, no solo por su eficacia en cultivos no modelo, sino también por su
capacidad de acelerar la caracterizacion funcional de genes sin requerir transformaciones

estables.
1.1 Descripcion del Problema

La creciente demanda comercial de pitahaya (Hylocereus spp.) a nivel nacional e
internacional ha incentivado su expansion como cultivo de alto valor economico en Ecuador. No
obstante, esta expansion enfrenta limitaciones técnicas debido a la falta de herramientas
moleculares que permitan estudiar y caracterizar funcionalmente los genes implicados en
atributos agronémicos clave como la calidad del fruto, la resistencia a patogenos y el
rendimiento productivo. De manera particular, la presencia de virus del género Potexvirus, como
cactus virus X (CVX) y pitahaya virus X (PitVX), representa un desafio fitosanitario que
compromete la sostenibilidad del cultivo, ya que la mayoria de estos virus ain no han sido
caracterizados funcionalmente ni se dispone de modelos experimentales que permitan evaluar
sus efectos moleculares sobre la planta hospedera (Espinoza-Lozano et al., 2023, 2024; Masanto
et al., 2018; Singh et al., 2024).

El presente proyecto plantea la construccion de clones infecciosos derivados del Cactus

carlavirus 2 (CCV-2): el primero corresponde al genoma viral completo para su caracterizacion
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molecular, y los otros corresponden a una version modificada que incorpora el gen de la proteina
verde fluorescente (GFP), lo cual permitira rastrear visualmente la replicacion y el movimiento

viral, ademds de validar genes mediante técnicas de silenciamiento o sobreexpresion.
1.2 Justificacion del Problema

La ausencia de clones infecciosos disponibles y funcionales impide el estudio detallado
de la biologia viral y de las interacciones virus-planta, lo cual restringe el desarrollo de
estrategias moleculares de diagnostico y control. La construccion de estos clones, incluyendo
uno que exprese una proteina reportera (GFP), proporcionara herramientas innovadoras para
visualizar el comportamiento viral y validar experimentalmente genes involucrados en la defensa
del hospedero (Pasin et al., 2018). Este tipo de herramientas son esenciales para sentar las bases
de futuras aplicaciones biotecnoldgicas enfocadas en el mejoramiento genético, en la generacion

de cultivares mas resilientes y en la sostenibilidad de cultivos emergentes como la pitahaya.
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Disenar clones infecciosos basados en cactus carlavirus 2 (CCV-2) mediante el uso de
distintos promotores virales y la adicion de la proteina verde fluorescente (GFP) para estudios de

gendmica funcional y/o control de patdgenos en pitahaya (Hylocereus spp.).
1.3.2 Objetivos especificos.

* Evaluar la capacidad de infeccion del clon basado en el genoma completo del cactus
carlavirus 2 (CCV-2) agroinfiltrado en pitahaya (Hylocereus spp.) mediante deteccion por
RT-PCR para la caracterizacion de los posibles sintomas inducidos por el virus.

* Validar la expresion de genes de proteinas reporteras (GFP & RUBY) en plantas modelo
(Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum) y pitahaya (Hylocereus spp.) mediante su

visualizacion directa para el establecimiento de un control para estudios posteriores.
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* Desarrollar constructos basados en el genoma del cactus carlavirus 2 (CCV-2) conteniendo el
gen GFP regulado por diferentes promotores subgendmicos derivados del virus de la papa M

(PVM) & virus de la papa X (PVX) para futura descripcion del movimiento sistémico viral.

1.4 Marco teorico

1.4.1 Patogenos asociados a Hylocereus spp.

La pitahaya (Hylocereus spp.) pertenece a la familia Cactaceae y es reconocida
mundialmente, sobre todo en regiones tropicales y subtropicales por sus caracteristicas benéficas
(Chuck-Hernandez et al., 2015). Los productores de cultivos de pitahaya se enfrentan a diversos
problemas de produccion que contribuyen a la reduccion de su rendimiento. A pesar de que
existan revisiones sobre su taxonomia, botanica, propiedades medicinales, distribucion
geografica y usos industriales, no se ha realizado una revision exhaustiva de su patologia
(Balendres & Bengoa, 2019). Una enfermedad fungica postcosecha que sufre la pitahaya es la
Antracnosis causada por Colletotrichum spp. (Siddiqui & Ali, 2014; Verona-Ruiz et al., 2020).

En los ultimos afios, también se ha observado una enfermedad bacteriana grave en frutos
y tallos de pitahaya causada por Aureobasidium pullulans, cuyos sintomas incluyen una
decoloracion bronceada y piel agrietada en la fruta, mientras que los tallos presentan un color
rojizo (Verona-Ruiz et al., 2020; Xie et al., 2022). Como enfermedades virales se han obtenido
registro de diversos virus infectando a Cactaceae como: cactus virus X (CVX), opuntia virus X
(OpVX), pitahaya virus X (PitVX), zygocactus virus X (ZyVX) y schlumbergera virus X

(SchVX) (Espinoza-Lozano et al., 2024; Evallo et al., 2021; Koenig et al., 2004).

1.4.2 Cactus carlavirus 2 (CCV-2)

La familia Betaflexiviridae estd compuesta de 6 géneros que corresponden a Capillovirus,
Carlavirus, Citrivirus, Foveavirus, Trichovirus y Vitivirus. Los Carlavirus poseen una longitud

de 610-700 nm, 6 ORFs (marcos abiertos de lectura), un triple gene block (TGB), una cola



poli(A)-3’, y pueden ser transmitidos por insectos-vectores (‘“Betaflexiviridae,” 2012). La
secuencia gendmica del cactus carlavirus 2 (CCV-2) es de 8,396 nt., y posee una cola poli A del
extremo 3’ y 6 ORFs como la mayoria de los carlavirus. El ORF1 de CCV-2 se codifica en una
poliproteina que esta involucrada en la replicacion del virus; el ORF2, ORF3 y ORF4 codifican
para 3 proteinas que componen el TGB y ayudan al movimiento de célula a la célula; ORF5
codifica para una proteina de la capside (CP); y finalmente el ORF6 codifica para una proteina
que estd involucrada en la supresion del silenciamiento de ARN, localizacion nuclear y

patogénesis viral (Deng et al., 2015; Gramstat et al., 1990; Peng et al., 2019).
1.4.3 Clones Infecciosos

Los clones infecciosos construidos a partir de genomas virales completos constituyen
herramientas fundamentales para investigar distintos aspectos de los virus vegetales, incluyendo
su biologia, interacciones con el hospedero y estudios de genética inversa, asi como las relaciones
entre con otros virus (Pasin et al., 2018). Los clones infecciosos de virus vegetales se construyen
clonando copias de ADN complementario (cADN) de longitud completa del genoma viral en
vectores plasmidicos, usualmente en plasmidos binarios T-DNA que permiten su entrega efectiva
a la planta hospedera mediante Agrobacterium tumefaciens. Estos plasmidos deben contener
elementos para replicarse en bacterias, un promotor para la transcripcion del gen viral y secuencias
funcionales que aseguren la estabilidad del inserto (Pasin, 2022). Dependiendo del vector y su
habilidad para moverse sistematicamente en el hospedero, de dos a tres semanas serian necesarias
para que el vector se mueva a tantos organos o células sea posible. Se han producido diversos
vectores eficientes que estan basados primordialmente en virus de ARN, como el virus del mosaico
del tabaco (TMV), virus X de la papa (PVX) y virus del mosaico de la alfalfa (AMV) (Gleba et
al., 2004). Los vectores virales asociados con la proteina verde fluorescente (GFP) son usados en

numerosos estudios para monitorear la distribucion subcelular de las proteinas virales, asi como



para la identificacion de genes involucrados en la induccidn de sintomas o respuestas de resistencia

(Scholthof et al., 2002).
1.4.4VIGS

El silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) es un método eficaz para silenciar uno
0 mas genes, y se basa en el aprovechamiento del mecanismo de defensa antiviral de la planta para
suprimir la expresion de transcriptos virales invasivos (Zulfigar et al., 2023). El primer vector
VIGS fue construido utilizando el virus del mosaico del tabaco (TMV), el cual logré silenciar
eficazmente la expresion del gen NbPDS mediante la inoculacion in vitro de transcriptos de ARN
en Nicotiana benthamiana, lo que dio como resultado un fenotipo albino (Kumagai et al., 1995).
Asimismo, se ha reportado un constructo basado en el virus X de la papa (PVX) con la insercion
del gen GFP, empleado para evaluar tanto su infectividad como su efectividad en el silenciamiento
del gen endogeno pds en plantas de Solanum spp. (Faivre-Rampant et al., 2004). Adicionalmente,
se ha desarrollado un vector VIGS basado en el virus del mosaico del alamo (PopMV), un virus
del género Carlavirus, en el que las proteinas de la envoltura y de movimiento fueron eliminadas
y reemplazadas por GFP, con el fin de inducir el silenciamiento génico de la expresion de GFP en
plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana que expresaban dicha proteina (Naylor et al.,

2005).

1.4.5 Transformacion transitoria por Agrobacterium tumefaciens en plantas

Agrobacterium emplea una técnica Unica de virulencia que implica la entrega de una
molécula de ADN virulenta (ADN transferido o T-DNA) en las células de las plantas que luego se
integran en el genoma del hospedero (Chilton et al., 1977). Esta integracion se ve determinada por
un plasmido denominado Ti. Existen dos regiones que componen al plasmido Ti: region de genes
vir (region virulenta) y la region de T-DNA (Gelvin, 2014). Como la regiéon de T-DNA solo esta

definida por el borde izquierdo y derecho, practicamente cualquier tipo de ADN puede ser



insertado entre los bordes y ser utilizado para transformacion en plantas (Krenek et al., 2015).
Debido a esta capacidad tnica de Agrobacterium tumefaciens para transferir material genético a
plantas, la bacteria ha sido modificada con fines investigativos mediante la eliminacion de sus
propiedades oncogénicas, lo que permitié el desarrollo de sistemas de vectores binarios. Un
ejemplo de ello es la cepa GV2260, la cual incorpora un sistema de expresion de la enzima AcdS
(1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa), que ha demostrado ser eficaz en la supresion de
la produccion de etileno durante el cultivo y la transferencia del T-DNA, mejorando asi la
eficiencia de transformacion (Nonaka et al., 2019). La técnica de agroinfiltracion es altamente
eficiente y se convirtid rapidamente en una importante alternativa para iniciar infecciones
recombinantes de virus en plantas que se replican en hospederos susceptibles a A. tumefaciens
(Sun et al., 2017). La agroinfiltraciéon consiste en la infiltracion manual del cultivo de
Agrobacterium mediante una jeringa sin aguja, permitiendo la entrega directa del vector de interés

en los tejidos vegetales (Acanda et al., 2021; Leuzinger et al., 2013a).
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2. Metodologia

2.1 Secuencia y ensamblaje de CCV-2

La secuencia viral de cactus carlavirus 2 (CCV-2) fue obtenida a partir del registro con
numero de accesion PP751658 de GenBank del NCBI. La secuencia del genoma fue sintetizada
por partes usando los servicios de Twist Bioscience. Los extremos de cada fragmento sintético
fueron disefiados en Geneious Prime y provistos de sitios de restriccion para su ensamblaje y
clonacion direccional en el vector pLX-AS usando la metodologia de GoldenGate segun lo
descrito en Pasin (2022) y resumido en la Tabla 1.

Tabla 1
Ensamblaje Golden Gate con PaqCI

Componente Concentracion Cantidad (ul)
Vector pLX-AS 70 fmol 1,5
Fragmentos sintéticos de CCV-2 70 fmol 6
ATP (10mM) ImM 1,5
T4 ADN ligasa (2000U/ul) 20 Uhul 0,16
Tampon (10x) I1X 1,5
PaqClI primer (40X) 1X 0,38
PaqClI (10U/ul) 0,07 U/ul 0,1
H>O 3,87
Total - 15

Nota. Las reacciones se incubaron a 15 min a 37 °C, 45 ciclos de 7 minutos y 5 min a 37 ° C,

adicional la espera de 16 °C.

2.2 Transformacion bacteriana, colony PCR y extraccion de plasmido

El vector ensamblado (constructo de CCV-2) fue transformado por electroporacion en E.
coli top 10 y cultivado en medio LB con antibidticos. Luego de confirmar la presencia del
constructo mediante colony PCR, las colonias seleccionadas fueron cultivadas y sometidas a

extraccion de plasmido por lisis alcalina basado en el KIT ZR Plasmid Miniprep (Cat.No:
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D4015). Los plasmidos extraidos fueron analizados a través de enzimas de restriccion BamHI,
Pstl o Ndel (FastDigest, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Aquellos con un patrén correcto,
fueron secuenciados por Sanger con primers especificos de deteccion para CCV-2 para
confirmar que no existié ninguna mutacion heterdloga durante la transformacion. El plasmido
con mutaciones inexistentes fue transformado por electroporacion en A. tumefaciens GV2260 y

cultivado en medio YEP en presencia de antibioticos.
2.3 Agroinfiltracion del constructo de CCV-2

El cultivo de A4. tumefaciens GV2260 con ODeoo - 0,4 — 0,5 conteniendo el constructo
basado en el genoma completo de CCV-2 fue mezclado en medio de agroinfiltracion (Medio
MS, MOPS & Acetosiringona) por 4 horas a 25 ° C. La agroinfiltracion se realiz6 en el hibrido
de pitahaya H. polyrhizus (n=12), para lo cual se emple6 dos técnicas: 1) agroinfiltracion por
jeringa sin aguja en el mesofilo de cladodios jovenes y 2) realizando un corte en bisel en el
cladodio para luego empaparlo con un gotero con el medio de infiltracién. Todos los hibridos
infiltrados se mantuvieron en una temperatura, humedad y fotoperiodo estable en condiciones de

laboratorio.

2.4 Extraccion de acidos nucleicos, deteccion por RT-PCR y digestion por ADnasa post-

agroinfiltracion del constructo con CCV-2

Se realiz6 una extraccion de acidos nucleicos de muestras de tejido sistémico nuevo de
todas las pitahayas H. polyrhizus (n=12) a los 30, 60 y 90 dias post- agroinfiltracion basada en el
uso de B-mercaptoetanol, AcK (acetato de potasio), isopropanol y eluciéon del ADN en agua
molecular. Posteriormente, a todas las muestras se les realiz6 una deteccion por RT-PCR del gen
constitutivo actina y CCV-2 bajo los parametros dispuestos en la Tabla 2-3. Para CCV-2, se

utilizaron primers especificos denominados como CP & DET 1. Y luego de la ultima deteccion
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(90 dias), se realiz6 una digestion por ADnasa (ezDNase, Thermo Fisher Scientific, EE. UU) de
las muestras positivas para una eliminacion total de ADN plasmidico.

Tabla 2

Mezcla con transcriptasa reversa (RT) para una reaccion

Componente Cantidad (ul) Incubacion
Buffer RT 5X 3
Primers aleatorios (50ng/ul) 0,75
DTT (100 uM) 0,75 55°C x 20 min
dNTPs (10mM) 0,75 80 °C x 10 min
Inhibidor de ribonucleasa (40 U/ul) 0,15
SSIV RT enzima (200 U/ul) 0,15
H20 9,45

Total 15 ul

Nota. El tiempo de incubacion a 55 ° C vari6 entre 20-30 minutos.

Tabla 3

Mezcla para una reaccion de PCR con GoTaq Green (Promega)

Componente Cantidad (ul) Ciclaje tipico

GoTaq Green (2X) 5 94 °C x4 min 1 ciclo

Primer F (40uM) 0,5 94 ° C x 30 segundos

Primer R (40uM) 0,5 55 ° C x 30 segundos 40 ciclos
H20 4 72 ° C x 1 min 30 segundos

72°C x5 min 1 ciclo

Total 10 ul

Nota. La temperatura de hibridacion vari6 entre 55-57 ° C para el aumento de especificidad de los

primers.

2.5 Agroinfiltracion de vectores plasmidicos con genes reporteros

Los vectores plasmidicos con genes reporteros seleccionados fueron pCambial304 &
pCambia2300 codificando para la proteina GFP (mgfp5) y rubi respectivamente, pero también se

incluyo al plasmido pLX-AS ensamblado con GFP (mgfp5). Todos fueron analizados por las
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enzimas de restriccion BamHI, Pstl o Ndel (FastDigest, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) para
registro y posteriormente transformados directamente en A. tumefaciens GV2260 por
electroporacion, y se confirmo6 la insercion de los plasmidos por medio de colony PCR. Las
colonias seleccionadas post-confirmacion se las cultivo en medio YEP con antibidticos y una vez
alcanzado el ODgoo~ 0,6 — 0,7, se las coloco en el medio de agroinfiltracion (Medio MS, MOPS
& Acetosiringona) por 3 horas a 25 ° C. La agroinfiltracion se llevo a cabo en plantas modelo
como fue Nicotiana benthamania (n=8) y Nicotiana tabacum (n=7) y en el hibrido H. polyrhizus
(n=14) con el método de jeringa con y sin aguja. Se hizo una revision visual a los 4, 7 y 14 dias
post- agroinfiltracion, y las plantas inoculadas con plasmidos que contenian el gen GFP se las

observo con una linterna de luz UV de 365 nm.
2.6 Ensamblaje de CCV-2 editado con GFP

La secuencia viral de cactus carlavirus 2 (CCV-2) fue editada adicionando la secuencia
de mgfp5, que codifica para la proteina de GFP, bajo el control de otros promotores
subgenomicos derivados de otros virus como PVM y PVX. Todos los fragmentos del virus
editado fueron sintetizados en Twist Bioscience. Los extremos de cada fragmento fueron
disefiados en Geneious Prime y provistos de sitios de restriccion para su ensamblaje y clonacion
direccional en el vector pLX-AS usando la misma metodologia de GoldenGate como se usoé para
el ensamblaje del primer constructo de CCV-2. Se ensamblaron tres constructos cuya diferencia
prevalecia en el promotor viral insertado. Todos los constructos fueron transformados en E. coli
top 10, y se confirmo su presencia por medio de colony PCR, extraccion de pldsmido por lisis
alcalina con el KIT ZR Plasmid Miniprep (Cat.No: D4015) y andlisis de enzimas de restriccion
BamHI, Pstl, Ndel (FastDigest, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Varias versiones de los
constructos con patrdn correcto obtenido a través del andlisis, se las secuencid por Sanger con
primers especificos de CCV-2. Las versiones que no presentaron mutaciones, se las transformoé

finalmente en 4. tumefaciens GV2260. Las bacterias transformadas de E. coli top 10 y A4.
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tumefaciens GV2260 con las versiones seleccionadas se las guardé en stocks de glicerol al 80% a

-80 °C.
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3. Resultados y analisis

3.1 Constructo de CCV-2 en H. polyrhizus

Se logré ensamblar exitosamente el virus CCV-2 en el plasmido pLX-AS teniendo una
esquematizacion similar a la Figura 1. A los 30 dias, se confirm6 por extraccion de acidos
nucleicos y deteccion RT-PCR que el constructo fue capaz de infectar a un hibrido de H.
polyrhizus denominado como P9, cuyo método de agroinfiltracion fue por corte en bisel. A los
60 dias no se confirmoé ninguna nueva infeccion, pero a los 90 dias se confirmo la infeccion de
otro hibrido denominado como P3, cuyo método de agroinfiltracion fue por jeringa.

Estudios preliminares han determinado que los constructos virales muestran plazos muy
variables de infeccion, y es que el tiempo total dependeria del disefio del plasmido, la
transformacion bacteriana, coordinacion entre sintesis de capside y replicacion del genoma, y las
respuestas antivirales del hospedero. Un constructo basado en el ensamblaje de un alfavirus en
un plasmido pBG (con promotor CMV) fue capaz de infectar a las 48 horas post-transfeccion
(Steel et al., 2011), mientras que otro constructo del virus de mosaico rugoso del frijol demostrd
ser infeccioso 20 dias después de su agroinfiltracion (Bijora et al., 2017).

Figura 1

Esquematizacion de la ligacion de la secuencia viral de CCV-2 en el plasmido pLX-AS

pLX-AS_CCV-2

Replicasa

Nota. Secuencia viral de CCV-2 compuesta de su replicasa, triple gen block (TGB), capside (CP)

y nucleoproteina (NABP) insertada entre los bordes izquierdo (BI) y derecho (BD) del plasmido
pLX-AS.

La infeccion de los hibridos P3 y P9 confirma que el constructo viral basado en el

genoma completo de CCV-2 es infeccioso (Figura 2). Sin embargo, su infectividad fue del 20%
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(2/10 plantas positivas). La efectividad de infeccion pudo verse afectada a la expresion de baja
copia del plasmido pLX-AS (Pasin, 2022), asi como otros factores durante su agroinfiltracion
como el ODsoo bacteriano utilizado y estadio de las hojas seleccionadas. Niveles optimos de
ODeoo pueden conducir a la administracion sincrénica de los constructos virales, lo que facilita
una replicacion y expresion solidas del virus en los tejidos infiltrados (Beernink et al., 2021). Las
hojas senescentes presentan procesos metabolicos alterados, lo que puede dificultar la
replicacion de los plasmidos virales debido a la reduccion de actividad celular o disponibilidad
de nutrientes, asi como, la presencia de inhibidores que pueden aumentar la resistencia a la
replicacion viral (Peretz et al., 2011).

Figura 2

RT-PCR a los 90 dias post-agroinfiltracion con primers especificos de CCV-2 de las pitahayas
agroinfiltradas (P3-P12)

-rt. -pcr 3A° 3B 3C 3

- m MmN - ..

DET 1

-pcr 3A 38 8€C -8 4 5 6= -7 B, 8 d0, 1. 12 +P1

— -~ — -

[P p——

Nota. Deteccion de bandas de 1000-1050 bp en 3B, 3C, 3 (réplicas de P3) y 9 (P9)

correspondientes a los primers de deteccion CP y DET 1 a los 90 post-agroinfiltracion.

Los hibridos P3 & P9 no presentaron ninglin sintoma, por lo que este virus parece
presentar un fenotipo asintomatico. Este fenotipo asintomatico ya se registrado anteriormente en
otros carlavirus. Un carlavirus de facil transmision encontrado por primera vez en Allium

ascalonicum no presentd ninglin sintoma sistémico en su hospedero natural ni en otros
18



hospederos experimentales (Bos et al., 1978), asi mismo, con otros ejemplares encontrados en
Narcissus pseudonarcissus y Capparis spinosa que se confirmaron ser asintomaticos
experimentalmente y cuyo primer aislado también se lo encontr6 en cultivos sin sintomas
visibles (Chen et al., 2006; Gallitelli & Di Franco, 1987).

Se realiz6 una digestion por ADNasa de las muestras de 90 dias de los hibridos P3 & P9
confirmando asi que su deteccion con primers CCV-2 se debian exclusivamente al ARN viral y
no a posibles restos de ADN plasmidico del constructo.

3.2 Expresion de proteinas reporteras Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum y H.

polyrhizus

Se reviso visualmente las plantas de Nicotiana benthamiana (n=8), Nicotiana tabacum
(n=7) y H. polyrhizus (n=14) a los 4, 7 y 14 dias post-agroinfiltracion con los plasmidos
previamente seleccionados (Tabla 5), pero no se observo ninguna expresion de la proteina GFP
(fluorescencia verde) ni rubi (manchas rojizas). Todos los hibridos de H. polyrhizus con el
plasmido pCambia2300 (6/6) y pCambial304 (6/6) presentaron necrosis en el area de
inoculacion, excepto por los controles (2/2) que solo fueron inoculados con el medio de
infiltracion sin bacteria.

Tabla 4
Expresion post-agroinfiltracion de plasmidos pCambial304, pCambia2300y pLX-AS mgfp5

Especie Controles n Plasmido Expresion
proteica

Nicotiana benthamiana 2 3 pCambia2300 N/A
Nicotiana benthamiana 3 pCambial304 N/A
Nicotiana tabacum 2 3 pLX-AS + mgfp5 N/A
H. polyrhizus 2 6 pCambia2300 N/A
H. polyrhizus 6 pCambial304 N/A
Total 6 21

Nota. A los 4, 7 y 14 dias ninguno de los individuos agroinfiltrados (n) con los plasmidos

seleccionados expreso la proteina respectiva.
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Varios factores pudieron haber influido en la eficiencia de expresion proteica. La densidad
de las células de Agrobacterium tumefaciens influye directamente en los niveles de expresion
transitorios, ya que si las densidades son altas podrian reducir la expresion debido a las respuestas
de las plantas al estrés (Norkunas et al., 2018). El ODgoo Optimo para la expresion de proteinas
como GFP y rubi puede variar segun las especies a estudiar. Por ejemplo, en Solanum lycopersicum
se identificd que un ODgoo de 0,6 es Optimo para una expresion elevada de GFP, especialmente
cuando se la combina con un gen que inhibe el silenciamiento génico, mientras que en
Phalaenopsis amabilis, se destacé un ODgoo de 1,0 como el mas eficaz para la expresion de GFP
(Mogadam et al., 2023; Primasiwi et al., 2024). También, los factores ambientales, como la
intensidad de la luz, pueden suprimir la expresion proteica, al igual, que la eleccion del método de
infiltracion (Jutras et al., 2021; Leuzinger et al., 2013).

La presencia de necrosis en los hibridos H. polyrhizus en el sitio de agroinfiltracion podria
deberse a un dafio celular debido al estrés mecéanico. La infiltracion con jeringa puede provocar
danos celulares localizados debido a la comprension y provocar necrosis en el lugar de la
infiltracion (Routier et al., 2025). Este dafio pudo haber suprimido la expresion proteica.

3.3 Ensamblaje de CCV-2 con adicion de gen (mgfp5) que codifica para GFP bajo
diferentes promotores virales derivados de PVXy PVM

Se logré ensamblar exitosamente 3 constructos en el plasmido pLX-AS con la adicion del
gen mgfp5, pero con el uso de diferentes de diferentes promotores subgenomicos (Tabla 6). En
el constructo 1 se repitié el promotor subgendémico de CCV-2, pero en los otros 2 se insert6 los
promotores correspondientes a PVM y PVX respectivamente. Se comprob¢ el éxito de
ensamblaje a través de colony PCR con los primers para CCV-2 (CP - DET 1) y la proteina de
GFP, ademas, del analisis con las enzimas de restriccion tipo IIS BamHI, Pstl o Ndel
(FastDigest, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Las colonias bacterianas que presentaron un

patron correcto fueron seleccionadas para posteriormente ser cultivadas en medio selectivo con
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antibiodticos y guardadas en stocks de glicerol al 80% para posteriores estudios con respecto al
movimiento sistémico viral de CCV-2.

Tabla 5

Constructos finales ensamblados basados CCV-2 editado con mgfp5 y otros promotores virales

Constructo Version/Colonia GFP Promotor viral
1 1 mgfp5 CCV-2
2 6 mgfp5 PVM
3 3 mgfp5 PVX

4 mgfp5 PVX
Total (n) 4

Nota. En total, se guardaron 4 stocks de glicerol al 80% a -80 °C correspondientes a las versiones

de los 3 constructos para posteriores estudios.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La capacidad de infeccion del clon basado en el genoma completo del cactus carlavirus 2
(CCV-2) agroinfiltrado en los hibridos H. polyrhizus (n=12) fue del 20% (2/10). A los 30y
90 dias post-transfeccion se pudo determinar la infeccion del hibrido P9 y P3
respectivamente. Los hibridos, comparandolos visualmente con los controles experimentales
(2), no presentaron ningun sintoma inusual. Por lo que, se concluye que el virus CCV-2
parece presentar un fenotipo asintomatico en su hospedero natural (Hylocereus spp.).

No se expreso las proteinas de GFP ni rubi en las plantas de Nicotiana benthamiana
Nicotiana tabacum 'y H. polyrhizus agroinfiltradas con los plasmidos: pCambial304,
pCambia2300 y pLX-AS mgfp5. La expresion proteica del 0% pudo deberse a factores
mecénicos o ambientales durante la agroinfiltracion. E1 ODsoo de 0,7 pudo haber interferido
con el transporte eficiente de la bacteria, asi como el volumen final inoculado, y las
condiciones que permanecieron durante todo el periodo establecido para visualizacion.

Se ensamblaron exitosamente 3 constructos basados en la edicion de CCV-2 conteniendo el
gen de GFP (mgfp5) regulado por diferentes promotores subgendmicos. El primer constructo
poseia el mismo promotor de CCV-2, y el segundo y tercero poseian los promotores de PVM
y PVX respectivamente. Se confirmo que los constructos no sufrieron ninguna mutacion
durante la transformacion bacteria a través de colony PCR, anélisis de enzimas de restriccion
y secuenciacion por Sanger. Todas las versiones de los constructos se encuentran en stocks
de glicerol para su inoculacidon en estudios posteriores con respecto a la caracterizacion del
movimiento sistémico viral. El GFP podria tener un mayor éxito de expresion al ahora ser

replicado no solo por copia del constructo, sino también por la replicacién de CCV-2.
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4.2 Recomendaciones

Dado que la infectividad del constructo basado en el genoma completo de CCV-2 fue
solo del 20% seria pertinente realizar otros ensayos variando el ODgoo bacteriano de
Agrobacterium tumefaciens para agroinfiltracion, asi como, usar otras técnicas mecanicas como
por ejemplo el uso de jeringa con aguja para una inoculacion eficiente en Hylocereus spp.
También el constructo podria ser inoculado en otros hospederos para definir posibles hospederos
experimentales de CCV-2 y hallazgo de posibles relaciones insecto-vector.

Seria de gran relevancia comprobar mediante Western-Blot si las proteinas reporteras se
estan expresando correctamente en las plantas y no solo a nivel de transcrito. Si es asi, nos
ayudaria a confirmar que los equipos de visualizacion que estamos usando son los correctos o
hay un factor mecénico que estd interfiriendo con la expresion.

Existen altas expectativas con los constructos basados en CCV-2 editado con el gen de
mfgp5 que codifica para GFP debido a que se podria dar una expresion mas efectiva que con los
plasmidos comerciales, pero también seria necesario establecer pasos adicionales con respecto a

la seleccion de ODgoo bacteriano y procesos mecanicos para la agroinfiltracion previo a su uso.
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Apéndice
Figura 3

P3y P9 infectadas por CCV-2 por medio del constructo viral

A

< » T =0 0

Figura 4

Meétodos de agroinfiltracion

Nota. A) Método comun de agroinfiltracion con jeringa sin aguja B) Corte en bisel empapado

con medio de agroinfiltracion por gotero.
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