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Resumen
Se han reportado diversos virus que afectan a la papaya, algunos con alto impacto econémico.
Mediante secuenciacion de alto rendimiento (HTS) del exudado de latex de plantas de papaya, se
detectd un ARN viral con alta homologia a miembros del género Carlavirus, identificado como
Papaya defective virus 1 (PapDfV1), con 96 % de identidad a nivel de nucledtidos con Zhejiang
betaflexivirus 2 (ZhBV2). El anélisis genémico de PapDfV1 revel6 una delecion extensa en genes
relacionados con el movimiento y encapsidacion viral. Este estudio aborda por primera vez la
construccion de un clon sintético de PapDfV1 para estudiar su infectividad y sintomatologia. Se
disefiaron fragmentos de PapDfV1 y ZhBV2, con y sin ribozima, y se ensamblaron mediante
enzimas de restriccion tipo IIS. Los constructos se transformaron en E. coli Top 10 y
posteriormente en Agrobacterium tumefaciens (cepas GV2260 y AGL1). Las plantas hospedantes
(judia comun, soja, Nicotiana benthamiana, N. occidentalis y papaya) fueron inoculadas mediante
dos métodos de agroinoculacion. La infectividad se evaluo por reverse-transcription (RT)- PCR y
microscopia electronica de transmision (TEM). La adicion de ribozima mejord la infeccion de
ZhBV2 en soja y judia. PapDfV1 no fue infeccioso en ninguna de las plantas inoculadas bajo
ningun tratamiento. Los resultados sugieren que PapDfV1 podria requerir virus auxiliares o

factores especificos del hospedero para su replicacion y movimiento sistémico.

Palabras Clave: Papaya defective virus 1, Zhejiang betaflexivirus 2, RT-PCR, agroinoculacion.



II

Abstract

Several viruses affecting papaya have been reported, some with high economic impact. Through
high-throughput sequencing (HTS) of latex exudate from papaya plants, a viral RNA with high
homology to members of the genus Carlavirus was detected, identified as Papaya defective virus
1 (PapDfV1), with 96 % identity at the nucleotide level with Zhejiang betaflexivirus 2 (ZhBV2).
Genomic analysis of PapDfV1 revealed an extensive deletion in genes related to viral movement
and encapsidation. This study addresses for the first time the construction of a synthetic clone of
PapDfV1 to study its infectivity and symptomatology. Synthetic fragments of PapDfV1 and
ZhBV2, with and without ribozyme, were designed and assembled using 11S-type restriction
enzymes. The constructs were transformed into E. coli Top 10 and subsequently into
Agrobacterium tumefaciens (strains GV2260 and AGLI1). Host plants (common bean, soybean,
Nicotiana benthamiana, N. occidentalis and papaya) were inoculated by two agroinoculation
methods. Infectivity was evaluated by reverse-transcription (RT)-PCR and transmission electron
microscopy (TEM). Addition of ribozyme enhanced ZhBV2 infection in soybean and bean.
PapDfV1 was not infective on any of the inoculated plants under any treatment. The results
suggest that PapDfV1 may require helper viruses or host-specific factors for replication and

systemic movement.

Keywords: Papaya defective virus 1, Zhejiang betaflexivirus 2, RT-PCR, agroinoculation.
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Capitulo 1



1. Introduccion
1.1 Descripcion del problema

Se han reportado varios virus que infectan a la papaya (Carica papaya) y algunos han
sido una amenaza economica a nivel mundial (Alcala-Briseno et al., 2020; Cabrera Mederos
et al., 2022; Mumo et al., 2020). Los virus encontrados en papaya en Ecuador son papaya
ringspot virus (PRSV), papaya virus Q (PpVQ), papaya virus E (PpVE) y papaya sticky fruit-
associated virus (PSFaV) (Quito-Avila et al., 2023a). PpVQ y PSFaV se encontraron en
coinfeccidn en plantas de papaya de 2 afnos en Ecuador con sintomas similares a la enfermedad
de la papaya pegajosa “papaya sticky disease (PSD)”. Esta enfermedad presenta sintomas
severos después de la floracién como un latex oscuro y pegajoso con zonas irregulares de color
verde claro en el fruto (Sa Antunes et al., 2020).

Durante la secuenciacion del genoma de PSFaV, a partir de exudado de latex a través de
la plataforma Illumina, se detectdo un ARN viral con homologia a genomas pertenecientes a
varios miembros del género Carlavirus. El virus putativo se denomin6 papaya defective virus 1
(PapDfV1). Los analisis genomicos del ARN viral encontrado revelaron variantes gendmicas con
estructuras novedosas caracterizadas por largas deleciones en los genes responsables del
movimiento y encapsidacion.

La presencia de estas variantes con deleciones en genes clave plantea interrogantes sobre
su capacidad de replicacion en infecciones simples y/o mixtas, su papel en la patogenicidad
(defectuosos o infecciosos), y su potencial impacto en enfermedades del cultivo de papaya.
Actualmente, falta dilucidar si estas variantes contribuyen al desarrollo de sintomas de PSD o si
interfieren con la dindmica de infeccidon de otros virus, lo cual dificultaria la implementacion de

estrategias de diagnostico y control de enfermedades virales en papaya. En consecuencia, es



necesario estudiar la biologia molecular de estas variantes para comprender su comportamiento

en el hospedero y posibles aplicaciones biotecnologicas.

1.2 Justificacion del Problema

El estudio molecular de estos carlavirus defectuosos, biogénesis y su interaccion con el
hospedero permite entender su epidemiologia y su posible papel en la etiologia de la enfermedad
PSD. La elucidacion de la biologia viral de estas variantes podria permitir su aprovechamiento
como herramientas potenciales de biocontrol fitosanitario frente a enfermedades virales que
afectan a la papaya (Gupta et al., 2023; Ishwara et al., s. f.; Pasin et al., 2018; Tuo et al., 2015,
2021). Este estudio es el primer intento por construir un clon sintético de un carlavirus con una
novedosa estructura gendmica y evaluar su infectividad, asi como los cambios fenotipicos en
plantas de papaya, lo que podria sentar las bases para futuras investigaciones en virologia vegetal

y biotecnologia.

1.30bjetivos

1.3.1 Objetivo General. Construir un clon sintético de un carlavirus en papaya.
1.3.2 Objetivos especificos. A) Desarrollar un constructo viral a partir de fragmentos de ADN
sintéticos usando técnicas de clonacion molecular. B) Evaluar la infectividad del constructo viral

mediante RT-PCR y TEM.

1.4 Marco Teorico

1.4.1 Virus asociados a Carica papaya
Carica papaya es una planta herbacea y dicotiledonea que corresponde a la familia
Caricaceae. El nombre comun de esta especie depende de su distribucion geografica,
conociéndocela como papayo, papaya, papayito cimarrdn, papaya de pajaro, entre otras (Dotto &

Abihudi, 2021). Las plantas crecen prosperamente en climas tropicales y en paises cercanos al



Ecuador, con un desarrollo de hasta 10 metros de altura. En 2017, la produccion de papaya
alcanzo6 los 13 millones de toneladas métricas, con Brasil y la India como los principales
productores, seguidos de Republica Dominicana, Nigeria, México e Indonesia (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2020). La produccion media anual de papaya en
Ecuador sigue incrementandose con un estimado de 50.000 toneladas en la tultima década (Quito-
Avila et al., 2023). Existen varios virus reportados en papaya a nivel mundial. En Ecuador, los
virus presentes son papaya virus E (PpVE), papaya virus Q (PpVQ), papaya sticky fruit-
associated (PSFaV) y uno de los virus mas letales para la industria de la papaya, papaya ringspot
virus (PRSV) (Cabrera Mederos et al., 2022; Medina-Salguero et al., 2019; Mumo et al., 2020;
Quito-Avila et al., 2023; Sa Antunes et al., 2020).
1.4.2 Propiedades de los Carlavirus y PapDfV1

PapDfV1, recientemente encontrado en papaya, presenta homologia a genomas de virus
pertenecientes al género Carlavirus, sin embargo, muestra variantes gendmicas caracterizadas
por extensas deleciones de genes responsables del movimiento intra- e intercelular y de la
encapsidacion. Los carlavirus (familia Betaflexiviridae) son virus de ARN filamentosos de una
sola cadena en sentido positivo con una capa de guanosina en el extremo 5’ y un 3’ terminal
poliadenilado (Carvalho et al., 2017a). Los viriones tienen un tamafio entre 610-700 nm en
longitud y de 12-15 nm de didmetro. Su genoma, de un tamafio entre 8.3-8.8 kb, tipicamente
posee seis marcos abiertos de lectura (ORFs) (Diaz-Lara et al., 2020).

El ORF1 codifica para la proteina replicasa que esta compuesta por los siguientes
dominios: una metiltransferasa, proteasa similar a papaina, helicasa y polimerasa de RNA
dependiente de RNA (RdRp). Los ORF2, ORF3 y ORF4 codifican las proteinas que permiten el

movimiento intercelular y sistémico del virus denominadas Triple gene block, TGBI1, 2 y 3,



respectivamente. Se ha demostrado que TGB2 de algunos carlavirus se localiza en el reticulo
endoplasmatico (ER) y otros en el plasmodesma (PD) (Chou et al., 2013; Ju et al., 2005; Lim

et al., 2009; Samuels et al., 2007). El estudio de (Fei et al., 2024) demostré que TGB2 de
ligularia jaluensis carlavirus (LJCV) se localiza en el plasmodesma y facilita el movimiento
intercelular en constructos deficientes de TGB2 PVX-GFPAp25. El ORFS5 produce la proteina de
la capside (CP) y el ORF6 una proteina rica en cisteina que se une al acido nucleico (NABP o
CRP) (ICTV 9th Report, 2011). Esta tltima proteina ha sido identificada como un determinante
patogénico en chrysanthemum virus B y en LICV (Fei et al., 2024; Zhong et al., 2022) y puede
actuar como un factor de transcripcion e inducir una respuesta hipersensitiva (Lukhovitskaya

et al., 2013). En potato virus M (PVM), CRP puede funcionar como un supresor del ARN de
silenciamiento (Fujita et al., 2018). Los miembros del género Carlavirus son conocidos por
transmitirse mecanicamente y la gran mayoria se transmite de forma no persistente mediante
vectores como afidos y mosca blanca (Foster, 1998). A menudo tiene un rango de huésped
limitado y pueden inducir sintomas leves a graves que incluyen mosaico y arrugamiento en las
hojas hasta necrosis foliar y del tallo, mientras que en algunas ocasiones no se producen sintomas
visibles (Hammond et al., 2020).

El tamafio del genoma de PapDfV1 es de 6071 nucledtidos y contiene dos ORFs. ORF1
codifica para una proteia de 211.13 kDa con homologia a la polimerasa (RdRp) de varios
carlavirus, siendo la de Zhejiang betaflexivirus 2 (ZhBV2), el més cercano (96% identidad a
nivel de aminodcidos). Usando el genoma de ZhBV?2, se determin6 que el ORF2 es una
secuencia quimérica que comprende la parte incial de TGB1 (189 bp) y la parte final de NABP
(166 bp). Es decir, PapDfV1 tiene una delecion que comprende parte del TGB1, la secuencia

completa de TGB2, TGB3 y CP y la parte inicial de NABP. Es interesante notar, que las



secuencias terminales del genoma de PapDfV1 son idénticas a cowpea mild mottle virus
(CPMMYV, OK625819) un carlavirus genéticamente cercano a PapDFV1.
1.4.3 ARN:S virales defectuosos y ARNSs virales defectuosos de interferencia

Los ARNs virales defectuosos (D-RNAs) presentan mutaciones (usualmente grandes
deleciones) en su genoma con respecto al genoma del virus parental. Dependen del genoma
parental para su replicacion y produccion de proteinas esenciales. Las polimerasas virales de
virus monocatenarios de ARN de cadena positiva suelen ser no procesivas y se disocian
rapidamente de la cadena de ARN la cual estan copiando, lo cual origina una mayor probabilidad
de error durante la replicacion. Los ARNs virales de interferencia defectuosos (DI-RNAs)
interfieren con la acumulacion del virus del cual derivan, generalmente disminuyendo su
replicacion (Vogt et al., 1999).

Diferentes mecanismos como eventos de recombinacidn en cis o en trans (cambio de
cadena por parte de la ARN polimerasa) generan los D-RNAs y DI-RNAs. Los sitios donde
ocurren las deleciones en los D-RNAs dependen de las caracteristicas de la secuencia como
secuencias repetidas en el genoma (se observan en los sitios de union quiméricos entre las
secuencias codificantes donde ocurre la delecion), estructuras secundarias y promotores
(identificados en los sitios de unidn de las secuencias quiméricas). El genoma de los DI-RNAs
estan constituidos normalmente de las regiones terminales y secuencias quiméricas codificantes
y no codificantes (Huang, 1973).

Estudios han demostrado niveles mas altos de los DI-RNAs que del virus parental.
Existen varios factores de los DI-RNAs que influyen en la acumulacion del virus parental. Se ha
establecido que los DI-RNAs pueden competir por el suministro de los productos codificantes

generados por el virus del cual derivan, como la RdRp incrementado la replicacion de estos DI-



RNAs. El mecanismo de silenciamiento post-transcripcional (PTGS) puede ser activado por la
presencia de los DI-RNAs, debido a que los ARNSs de silenciamiento (siRNAs) pueden ser
generados por los DI-RNAs y estos ultimos no son secuencias objetivas para PTGS. El resultado
es la degradacion y reduccion de la infectividad del virus parental (Simon et al., 2004).

En cuanto a carlavirus con deleciones similares a la observada en PapDfV1, existe un
solo estudio donde se encontrd una variante del carlavirus Butterbur mosaic virus (ButMV) con
una extensa delecion del gen TGB1, uno de los genes esenciales en el movimiento celular. Esta
variante se encontrd en infeccidn mixta con su version genémica normal y con otro carlavirus
Helenium virus S (HelVS) (Hammond et al., 2020). El virus de papaya, ademas de prescindir de
los tres genes de movimiento, TGBI, 2, y 3, prescinde del gen de la CP, es decir se escapa de la
organizacion gendmica caracteristica de los carlavirus. Estudios previos demostraron mediante
secuenciacion Illumina, la coexistencia de PapDfV1 con otros virus reportados en papaya como
PRSV, PpVE, PpVQ, y PSFaV. No se lo ha encontrado en coinfeccion con su version gendmica
normal, ni con un potexvirus (e.g. virus con similar estructura genémica). Por lo tanto, el
desarrollo de un clon viral de estas variantes gendmicas es clave para caracterizar
funcionalmente al carlavirus encontrado en papaya, comprender su biologia y su interaccién con
su hospedero (Brewer et al., 2018; Pasin, 2022; Shakir et al., 2023).

1.4.4 Clones virales

Un clon viral es una herramienta de ingenieria genética en fitopatologia y biotecnologia
que consiste en introducir el genoma de un virus de ARN o ADN como ADN complementario
(ADNCc) o ADN respectivamente en un vector binario compatible con bacterias como
Escherichia coli 'y Agrobacterium tumesfaciens (Brewer et al., 2018). Los sistemas de

transcripcion in vitro e in vivo son las dos técnicas basicas utilizadas para crear clones



infecciosos de virus de ARN (Bhat & Rao, 2020). Para utilizar el enfoque in vitro, el ADNc viral
se inserta bajo el promotor de un ARN polimerasa bacteriéfago (normalmente T7, SP6 o T3).
Antes de la inoculacion mecénica, es necesaria una reaccion de transcripcion in vitro (Bhat &
Rao, 2020). Las transcripciones para el enfoque in vivo se crean utilizando vectores binarios que
contienen el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. La agroinfiltracion, el bombardeo
de particulas o el frotamiento sobre las hojas son los tres métodos mas utilizados para transfectar
clones de ADNCc en la transcripcion in vivo (Pasin, 2022; Shakir et al., 2023; Silva-Rocha et al.,
2013). Para los miembros del género Carlavirus, tanto las técnicas in vitro como in vivo se han
utilizado con eficacia (Carvalho et al., 2017; Diaz-Lara et al., 2020; Jordan et al., 2021; Luigi et

al., 2023; Villamor et al., 2023).



Capitulo 2
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2. Metodologia

2.1 Material Vegetal y fuente de virus

Se evalud la infectividad viral y sintomatologia en plantas germinadas desde semillas de
papaya (Carica papaya L.) de la variedad ‘Maradol’, ‘Sunrise’ y ‘Passion Red’, Soja (Glycine
max L.) ‘LB1858” y ‘N7004’, judia comun (Phaseolus vulgaris L.) de la variedad ‘Verano’,
Nicotiana benthamiana 'y Nicotiana occidentalis (n=30). Las plantas se mantuvieron bajo
condiciones de invernadero o en camaras de crecimiento (21-32 °C y 14/10 horas dia/noche).
Como fuente de indculo se utilizo fragmentos sintéticos (Twist Biosciences, USA) del genoma
de PapDfV1 y ZhBV2 basados en las secuencias disponibles en GenBank No. de accesion

OR253703 y MW897315, respectivamente.

2.2 Diserio de los constructos virales

Con la finalidad de validar la metodologia, ademas de PapDfV1 (6,071 bp) se ensamblo
un clon sintético del virus ZhBV2 (8,219 bp) con el cual PapDfV1 comparte el mayor porcentaje
de identidad a nivel de nucledtidos (96%). ZhBV2 no contiene los extremos terminales 5°/ 3°,
por lo que se afadi6 a su genoma los extremos conocidos de PapDfV 1. El disefio de los dos
constructos se realizd mediante Golden Gate in silico desde Geneious prime 2024 1.2.

Se utilizé pLX-AS (Addgene cat. no. 188870) como vector de expresion en Escherichia
coli, Agrobacterium tumesfaciens y células vegetales reportado por (Pasin, 2022). El vector
contiene pPBBR1 rep, proteina que inicia la replicacion que se une y activa el origen de
replicacion pBBR1 oriV en E. coli y A. tumesfaciens (origen de copia media) y KanR gen de
resistencia a la kanamicina. Dentro de la regién T-DNA se encuentra el promotor duplicado de
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el gen LacZ flanqueado por sitios de restriccion

tipo IIS de Aarl y Sapl (lugar donde se inserto6 los virus de estudio: ZhBV2 y PapDfV1), NOS:
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secuencia terminadora de la nopalina sintasa, terminadores bacterianos que impiden la lectura
transcripcional y mejoran la estabilidad del plasmido, y extremos: derecho (RB) e izquierdo
(LB). Para cada virus, se desarrollé dos constructos denominados pLX-AS ZhBV2y pLX-AS
ZhBV2 Ry, y pLX-AS PapDfV1 ypLX-AS PapDfV1 Ry, diferenciandose entre si por la
presencia de la secuencia 5’-
GTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAC-3’,
correspondiente a la ribozima (Ry) de tobacco ringspot virus satellite RNA (No. De accesion
GenBank. M14879). La presencia de la Ry, localizada después de los 13 nt de la cola de poly-A
en el extremo 3, tiene el objetivo de eliminar nucledtidos no virales. Para facilitar el
plegamiento y procesamiento de la ribozima, se afiadi6é un tramo de 9 nt de timina aguas abajo de
la secuencia de la ribozima. Para evitar la presencia de nucleotidos extra no virales en el extremo
5’ del virus, se ubico el primer nucledtido de las secuencias virales después del ultimo nucleotido
del promotor duplicado CaMV 35S.

Para el ensamblaje in silico, se buscd los sitios de restriccion de Aarl (isoesquizémero
PaqCl) en la secuencia de ZhBV2 y PapDfV1. Una vez localizados dichos sitios, se reemplazo
nucledtidos generando mutaciones silenciosas. Ademas, se afladi6 fragmentos externos (sitios de
restriccion y ‘salientes’). Los salientes y fragmentos de alta fidelidad se disefiaron con la
herramienta in silico de NEBridge SplitSet® Tool (https://ligasefidelity.neb.com/) en la que se
excluyeron salientes con un 100% GC, palindromicos y con < 50% de identidad entre ellos. En el
programa se definié el nimero de fragmentos, el tipo y las condiciones del ensamblaje (PaqCI®,
Ix tampon T4 DNA Ligase, 37-16 °C, ciclico, 4-bases). Se incluyo los sitios de restriccion de

Aarl al final de cada fragmento. Los salientes mas externos fueron GAGG y CCCA,
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respectivamente, para que sean compatibles con el vector pLX-AS linealizado por Aarl e iniciar

la transcripcidon impulsada por el promotor CaMV 35S en el extremo 5’ correcto del virus.

2.3Ensamblaje de los constructos virales

Se sintetiz6 los fragmentos del virus utilizando los servicios de Twist Bioscience

(California, EE.UU.). Los fragmentos sintéticos fueron ensamblados en un solo paso utilizando

la enzima PaqCI (NEW ENGLAND BioLabs, EE.UU.) con la configuracion detallada en la

Tabla 1 para una sola reaccion. Las concentraciones finales de la reaccion de ensamblaje se

basaron en el estudio realizado por (Pasin, 2022)

Tabla 1

Ensamblaje de un solo paso (digestion-ligacidn) usando PaqCI

Componente Concentracion final Cantidad (ul)

Vector pLX-AS 70 fmol 1.5
Fragmentos de ADN 70 fmol 6
sintéticos

ATP (10 mM) I mM 1.5
T4 ADN ligasa (2000U/ul) 20 Uhul 0.16
Tampoén (10X) 1X 1.5
PaqClI primer (20 uM=40X) 1X 0.38
PaqCI (10U/ul) 0.07 Ulul 0.1
Agua ultrapura - 3.87
Total - 15

Nota: 70 fmol pLX-AS es equivalente a 200 ng.

Las reacciones se incubaron segun las siguientes condiciones: una etapa de 15 min a

37°C, 45 ciclos de 7 minutos cada uno (2 min a 37°C y 5 min a 16°C), seguido de 5 min a 37°C,
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y se puso en espera a 16 °C. Para el céalculo de la molaridad se utilizé la herramienta

NEBiocalculator (https://nebiocalculator.neb.com).

2.4 Preparacion de células electrocompetentes de Agrobacterium tumesfaciens

Se siguio6 el protocolo de Neil Olszewski y Scott Medberry con algunas modificaciones. En
sintesis, se utilizo las cepas de agrobacterium AGL1 y GV2260 recomendadas por (Pasin, 2022)
debido a su alta eficiencia de clonacion de largos insertos de ADN y en el mantenimiento de los
vectores de expresion. Agrobacterium, AGL1 crecid en placas con medio LB (1.0% Triptone,
0.5% extracto de levadura y 0.5% NaCl), GV2260 en medio YEP (1% de extracto de levadura,
0.5% NaCl y 1% de agua peptona, pH 7.5) suplementado con carbenicilina (100pg/ml) a 28 °C
durante 48 horas. Se seleccion6 una colonia y se cultivé en 5 ml de medio liquido LB o YEP con
100 ug/ml de carbenicilina y se incub6 a 28 °C, 250 rpm, durante 24-48 horas (ODgoo = 1). Se
transfirio los 5 ml de cultivo a 245 ml de medio LB o YEP y se incub6 a 28 °C, 250 rpm hasta
que las células alcancen un ODgoo = 0.5 - 1.0 (alrededor de 6 horas de incubacion ODsoo = 0.5).

Una vez alcanzado el ODgoo adecuado, las células se colocaron en hielo (4 °C) y se
centrifugaron a 3200 g, 4°C por 15 minutos. Se resuspendi6 el pellet celular en 1 volumen de
cultivo original en agua estéril fria y se centrifugo a 3200 g, 4°C por 15 minutos. Se resuspendiod
el pellet celular en 0.5 volumenes de agua estéril fria y se centrifugd como se indico
anteriormente. Luego se suspendio el pellet en 0.02 volimenes de 10% glicerol estéril frio y se
centrifugo a las mismas condiciones; las células se suspendieron en 0.002 - 0.003 volimenes de
10% glicerol estéril frio (= 500 ul). Finalmente, se coloco 60 ul de células electrocompetentes en

tubos de 0.5 ml y se almacend a -80 °C.


https://nebiocalculator.neb.com/
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2. 5 Transformacion en Escherichia coli

Los constructos virales ZhBV2, ZhBV2 Ry, PapDfV1 y PapDfV1 Ry ensamblados se
transformaron en células E. coli Top 10 (One Shot™, Invitrogen). Se mezclaron 100 ul de
células competentes con 2.5 ul de ADN, luego se incub6 en hielo (30 min), a 42 °C (1 min 10 s),
y nuevamente en hielo (5 min). Se afiadieron 700 pl de SOC (Corning, EE.UU.), incubando a
37°C por 1 h, 250 rpm. El cultivo enriquecido fue sembrado en medio LB agar en presencia de
kanamicina (50 pg/ml), X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranésido), e IPTG
(Isopropil-pB-D-1-tiogalactopirandsido). Tras centrifugacion a 3000g por 10 minutos, se
resuspendieron en 75 pl y se sembraron en medio LB agar suplementado con kanamicina (50
pg/ml), X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopirandsido), e IPTG (Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) e incubados a 30 °C (2048 h) (diluciones 25 y 50 ul). Los clones positivos
se identificaron por PCR de colonias utilizando los cebadores descritos en la Tabla 7. Una vez
confirmada la presencia de la secuencia viral en el constructo, las bacterias fueron cultivadas en
LB por una noche. Los plasmidos fueron extraidos y purificados a partir del cultivo usando ZR
Plasmid Miniprep™ Classic (Zymo Research, CA, EE.UU.), seguido de digestion enzimatica de
BamHI o BglI (FastDigest, Thermo Fisher Scientific, EE.UU). Aquellos con un patrén correcto

se secuenciaron con Nanopore (Plasmidsaurus, EE.UU).

2.6 Transformacion en Agrobacterium tumesfaciens

Los clones positivos se transformaron en las cepas Agrobacterium tumefaciens AGL1 y
GV2260 mediante electroporacion, siguiendo el protocolo de (Medberry et al., 1990) con
modificaciones. Las cubetas de 0.1 cm (USA Scientific, EE.UU.) se esterilizaron con etanol al
70 %, agua destilada y 15 min de UV, y se enfriaron en hielo. A 60 ul de células

electrocompetentes descongeladas se anadieron 2 pl de plasmido (20—40 ng/ul). La mezcla se
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transfiri6 a la cubeta y se mantuvo 45 s en hielo antes de aplicar un pulso (Bio-Rad MicroPulser,
2.2 kV, 1 pulso). Tras la electroporacion, las células se resuspendieron en 1 ml de LB (para
AGL1) o YEP (para GV2260) y se incubaron a 28 °C, 250 rpm, durante 3 h. Se sembraron 2, 20
y 200 ul en medio LB agar o YEP con 50 pg/ml de kanamicina y 100 pg/ml de carbenicilina.
Los clones se verificaron por PCR de colonias con los cebadores previamente descritos (Tabla
7).

Los plasmidos positivos se purificaron mediante un protocolo modificado de hidroélisis
alcalina (Neil Olszewski, personal communication). Se centrifugaron 2 ml de cultivo saturado
(OD600 > 1) a 12,000 g por 30 s. El pellet se resuspendio en 500 pl de solucion I (50 mM
glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA), se centrifugd nuevamente y se resuspendio en
80 pl de la misma solucion. Se afiadieron 20 pl de lisozima (10 mg/ml) y se incub6 10 min a
temperatura ambiente. Luego, se agregd 1 ul de proteinasa K (10 mg/ml) y se incubd a 37 °C por
20 min. Se afiadi6 200 pl de solucion 11 (0.2 N NaOH, 1 % SDS), se mezclo por inversion y se
dejo 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 150 pl de solucion III (5 M acetato de potasio y
acido acético glacial), se mezcld y se incub6 a 4 °C por 5 min. Tras centrifugar (12,000 g, 4 °C,
5-10 min), el sobrenadante se extrajo con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:25:1), y el
ADN se precipitd con 0.8 vol. de isopropanol a -20 °C por 20 min. Se centrifugd (15 min, 12,000
), se lavo el pellet con etanol al 70 % (2x), se seco y se resuspendio en 30 pl de TES (10 mM
Tris-HCI1 pH 8.0, 1 mM EDTA, 10 mM NaCl).

Se verificd por digestion enzimatica usando BamHI o BgII (FastDigest, Thermo Fisher).
Los clones con el patron correcto se transformaron en E. coli Top 10, se purifico el plasmido con
ZR Plasmid Miniprep™ (Zymo Research), se verificd por digestion y se secuencié todo el

plasmido mediante Nanopore (Plasmidsaurus, EE.UU.) antes de la agroinoculacion.
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2.7 Agroinoculacion

Se emplearon dos métodos de agroinoculacion. El primero (Olszewski, sin publicar)
utilizé un cultivo de Agrobacterium (OD600 ~1.0), centrifugado a 2,600 g por 3 min y
resuspendido en agua estéril. Se cortd la vena central de hojas jovenes (3er—4to estadio) y se
aplico la suspension bacteriana con un palillo estéril cinco veces en el corte, en el peciolo de otra
hoja y en el tallo entre nudos. Este método se aplico a Phaseolus vulgaris ‘Verano’ (n=30),
Glycine max ‘USDA-N7004’ (n=15) y ‘LB18-58’ (n=15), Nicotiana benthamiana (n=16), N.
occidentalis (n=16) y Carica papaya ‘Maradol’ (n=16), ‘Sunrise’ (n=16) y ‘Passion red’ (n=8)
de tres a seis semanas de edad.

El segundo método, basado en (Tuo et al., 2021), us6 un cultivo con un ODggo ~0.5,
centrifugados a 2,600 g por 10 min y resuspendido en solucion de infiltracion (MS + acido
ascorbico, 10 mM MOPs, pH 5.5 y 200 uM acetosiringona). Tras 3 h de incubacién en
oscuridad, se infiltr6 con una jeringa sin aguja en la cara abaxial de dos hojas jovenes
completamente desarrolladas (3er—4to estadio). Se aplico a N. benthamiana (n=13), ‘Sunrise’
(n=12) y ‘Passion red’ (n=8) de cinco a ocho semanas de edad.

Los controles incluyeron 1) plantas testigo, ii) con medio de resuspension bacteriana, y
ii1) con vector sin inserto (pLX-AS). Las plantas inoculadas contenian las construcciones pLX-
AS PapDfV, pLX-AS PapDfV_ Ry, pLX-AS ZhBV2y pLX-AS ZhBV2 Ry, y se mantuvieron

a 25 °C (14/10 h luz/oscuridad) en camara o invernadero.

2.8 Extraccion de acidos nucleicos

Los acidos nucleicos totales se extrajeron siguiendo un protocolo modificado de (Halgren
et al., 2007; Medina-Salguero et al., 2019). Las hojas inoculadas contienen agrobacterias con

ADN plasmidico de los clones virales ensamblados. En las células inoculadas, el T-DNA se
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transcribe y traduce, generando ARN viral y proteinas, sin replicacion viral. Se seleccionaron dos
hojas jovenes completamente desarrolladas, no inoculadas, para evitar falsos positivos. Se
tomaron 100 mg de tejido y se trituraron con 1 ml de tampon de extraccion frio (200 mM Tris
base pH 8.5, 300 mM cloruro de litio, 1.5% dodecil sulfato de litio, 10 mM EDTA, 1% &cido
desoxicolico, 2% polivinilpirrolidona, 1% NP-40 “Tergitol” y 1% B-mercaptoetanol, este tltimo
anadido antes de usar) en el homogenizador (Spex Sample Prep, EE.UU.). Se centrifug6 a
18,705 g por 3 min a 4 °C. Se recuperaron 600 pul de sobrenadante y se afiadieron 600 ul de
solucion de acetato de potasio (2.8 M potasio, 6 M acetato, pH 6.5). Tras invertir 10 veces, se
centrifugod a 18,705 g por 10 min a 4 °C. Se tomaron 700 pl del sobrenadante, se mezclaron con
igual volumen de isopropanol frio mediante inversion, y se centrifugd a 18,705 g por 20 min a

4 °C. El pellet se lavo con 500 pl de solucion de lavado (1 M Tris-HCl pH 7.5, 0.5 M EDTA, 5
M NaCl) y 25 pl de silica, agitando 20 s en vortex. Se centrifugd a 2,767 g por 1 min a 4 °C. Se
repitio el lavado con 500 pl de solucion, se agitd en vortex 20 s y se centrifugd a 18,705 g por 1
min. Se eliminé el sobrenadante y se seco el pellet en SpeedVac DNA130 (Thermo Scientific,
EE.UU.) por 10 min. Finalmente, se afiadieron 65 pl de agua libre de nucleasas, se resuspendio

en vortex y se centrifugd a 18,705 g por 3 min. Se recolectaron 45 pl del sobrenadante.

2.9 RT-PCR

Previo a la retro-transcripcion (RT), se digirieron las muestras con DNasa (ezDNase,
Invitrogen, EE.UU.) para eliminar contaminantes de ADN y prevenir cualquier contaminacion

cruzada por agrobacterium. Se utiliz6 la siguiente mezcla:
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Tabla 2

Mezcla con DNasa para una reaccion

Reactivo Concentracion final Volumen (ul)
Tampon ezDNasa (10X) 1X 0.95
ezDNasa enzima - 0.1
RNA total (~200 ng/ul) - 2.5
Agua libre de nucleasas - 5.91
Total DNasa mix - 9.45

Se centrifugd la mezcla y se incub6 por 2 minutos a 37 °C. Se enfri6 los tubos en hielo y
se afiadi6 la mezcla de la RT para sintetizar la primera cadena de cDNA de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System, Invitrogen,
EE.UU.).

Tabla 3

Mezcla con la transcriptasa reversa (RT) para una reaccion

Reactivo Concentracion final Volumen (ul)

Tampon RT 5X 1X 3.00
Cebadores aleatorios 2,5 ng/ul 0.75
(50ng/ul)

DTT (100 uM) 5uM 0.75
dNTPs (10mM) 0,5 mM 0.75
Inhibidor de ribonucleasa (40 0,4 U/ul 0.15
U/ul)

SSIV RT enzima (200 U/ul) 2 Uhl 0.15
Mezcla total RT - 5.55

Total - 15
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Se incubo la reaccion a 55 °C por 20 minutos y luego se inactivo la enzima a 80 °C por
10 minutos. La mezcla de la PCR se configurd de acuerdo con la siguiente tabla:
Tabla 4

Mezcla de PCR para una reaccion

Reactivo Concentracion final Volumen (ul)
H20 - 2
GoTaq Green Mix 2X 1X 5
Cebador inverso (5uM) 0,5 uM 1
Cebador directo (5uM) 0,5 uM 1
cDNA - 1
Total - 10

Se utiliz6 los cebadores para el control de referencia Nad5, y para detectar ZhBV2 y
PapDfV1 enumerados en la Tabla 7. El programa de la PCR se ejecutd como se detalla a
continuacion. Se realizé una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos, luego por 35 ciclos
una desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, anillado a 55°C por 30 segundos y una extension
a 72°C por 30 segundos, por Ultimo, una extension final a 72°C por 5 minutos.

El analisis del virus se realizd en hojas jovenes no inoculadas a los 7, 15, 21 y 30 dpi,
como se ha descrito anteriormente. Los amplicones de RT-PCR se purificaron utilizando
PureLink Quick PCR Purification kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EE.UU.) y se

verificaron mediante secuenciacion de Sanger.

2.10TEM

Para complementar la deteccion del virus a través de RT-PCR, se analiz6 mediante

microscopia electronica de transmision (Brunt & Kenten, 1973) la presencia de viriones
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filamentosos, tipicamente asociados a miembros del género Carlavirus, Para esto se trituré 2000
mg de tejido foliar con nitrégeno liquido y se homogeneizd con 4 ml de tampdn de extraccion
(tampon borato 0,02 M, pH 9,5), y se filtré con una estopilla. El extracto se centrifugd a 10,000 g
durante 15 min utilizando un rotor Beckman JA-17 Fixed-Angle y el sobrenadante se mezclé por
inversion con 0,5 volumenes de cloroformo durante 4 min y se incub6 a 4°C durante 1h. La
mezcla se centrifug6 durante 15 min a 10,000 g y la fase acuosa se filtr6 a través de papel P5 de
porosidad media (Fisher Scientific, EE.UU.). Las particulas virales se sedimentaron por
centrifugacion a 75.000 g utilizando un rotor Beckman Tipo 50.2 Ti de 4ngulo fijo durante 1hy
se suspendieron en 1 mL de borato 0.01 M, pH 9.5. Las suspensiones virales parcialmente
purificadas se montaron en rejillas de formvar recubiertas de carbono (1%), se tifieron con acido
fosfotiingstico (PTA) al 2% pH 7,0 y se visualizaron mediante TEM utilizando un microscopio
JEOL JEM-1400 Plus en el Centro de Imagenes de la Universidad de Minnesota. La longitud y

el diametro de las particulas se verificaron con el software ImageJ.



Capitulo 3
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3. Resultados y analisis

Construccion de clones PapDfV1y ZhBV?2 que incorporan la ribozima

Se evalu¢ la infectividad de cuatro constructos virales derivados de los genomas
sintéticos de PapDfV1 y ZhBV2, con y sin ribozima, en soja de las variedades ‘LB1858” y
‘N7004’ y judia comtn de la variedad ‘Verano’, utilizando un tinico método de agroinoculacion
(Olszewski, sin publicar) y un solo experimento independiente. La deteccion viral se realizd
mediante RT-PCR a los 21 dias post-inoculacion (dpi).

En judia comun, todos los constructos de ZhBV2 mostraron una infectividad del 100 %
(6/6 plantas positivas por constructo), tanto en presencia como en ausencia de ribozima (Figura
1, tabla 5). En contraste, en soja se observaron diferencias segun el constructo y la variedad
utilizada. En ambas variedades, ‘LB1858” y “N7004’, solo los constructos con ribozima (pLX-
AS ZhBV2 Ry) mostraron tasas de infeccion superiores (3/3 y 2/3, respectivamente) en
comparacion con los constructos sin ribozima (pLX-AS ZhBV?2) (1/3 en ambas variedades).
Los constructos derivados de PapDfV1 no generaron infecciones detectables en soja ni en judia
comun (0/3 y 0/6 respectivamente), independientemente de la presencia de la ribozima.

Figura 1
Infectividad del constructo viral pLX-AS ZhBV?2 en soja y judia comun
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S_TGB_F1_TGB_R1 J_TGB_F1_TGB_R1

J_TGB_F1_TGB_R1

pLX-AS_ZhBV2

Nota. Semipurificacion de particulas filamentosas similares a carlavirus visualizadas
mediante microscopia electronica de transmision en plantas de (A) judia comun y (B) soja tras la
agroinoculacion con la construccion pLX-AS  ZhBV2 y analizada a los 30 dpi. (C)
Electroforesis en gel de agarosa de fragmentos amplificados por RT-PCR con un tamatfio de 495
pb que flanquean en la region del ‘Triple gene block’(TGB_F1 _TGB_R1). Los resultados
corresponden a plantas de soja (S) y judia comun (J) agroinoculadas con pLX-AS ZhBV2y
analizadas a los 21 dias post-inoculacion (dpi). El marcador de ADN corresponde a 100 bp
GeneRuler (Thermo Scientific, EE.UU.) utilizado como referencia del tamafio molecular de los

fragmentos.

Estos resultados preliminares sugieren que la inclusion de una ribozima en el extremo 3’
podria mejorar la eficiencia de infeccion en soja, aunque el experimento no fue repetido y no
permite conclusiones definitivas sobre la necesidad de la ribozima como parte del constructo. En

la mayoria de los casos, nucledtidos no virales en los extremos 5’ y 3’ reducen la infectividad
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viral de los clones (Boyer & Haenni, 1994). Se observa una concordancia con lo descrito en el
estudio de Navas-Hermosilla et al., (2021), en el cual compard quantitativamente el efecto en la
infectividad de anadir la ribozima del virus de la Hepatitis delta (HDV) en los clones de (ToCV)
en plantas de Nicotiana benthamiana (estadio de 3-5 hojas) y determin6 los extremos 3’ de los
genomas de los virus generados tras la agroinoculacion con clones con o sin la ribozima.
Considerando todos los experimentos independientes juntos, demostrd mediante “tissue blot
molecular hybridization” de hojas no infiltradas utilizando una sonda de sentido negativo del gen
CP que el 82,1% de las plantas inoculadas con ToCV que contienen la HDV ribozima se
infectaron a diferencia del 40,9% de plantas inoculadas con ToCV sin ribozima, lo cual resulta
en un incremento de dos veces en la infectividad. Cabe destacar que la presencia de la HDV
ribozima genero extremos 3° de RNA1 mas similares a las secuencias utilizadas para la agro
inoculacion o en las que naturalmente se encuentran en los aislados de ToCV. Turpena et al.
(1993) descubrieron que la adicion de una ribozima basada en ARN satélite del virus del
moteado del trébol subterraneo a un clon infeccioso del virus del mosaico del tabaco duplicaba la
frecuencia de transfeccion en Nicotiana tabacum. De forma similar, Scholthof (1999) demostro
que el uso de una ribozima HDV producia niveles mas altos de infectividad con un clon
infeccioso del virus del bushystunt del tomate (TBSV).

A partir de estos hallazgos, se selecciono el constructo pLX-AS PapDfV1 Ry y pLX-
AS ZhBV2 Ry para su posterior evaluacion en Carica papaya, Nicotiana benthamiana 'y

Nicotiana occidentalis.
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Tabla 5

Resultados de RT-PCR de plantas infectadas con PapDfV1 y ZhBV2 a los 21 dpi

Material pLX-AS pLX-AS pLX-AS pLX-AS
vegetal ZhBV2 Ry ZhBV2 PapDfVl Ry  PapDfVlI
Soja
‘1 B1858’ 3/3 1/3 0/3 0/3
Soja
N7004° 2/3 1/3 0/3 0/3
Judia
comun 6/6 6/6 0/6 0/6
‘Verano’

Nota. El método de inoculacion utilizado fue (Olszewski, sin publicar). Se realizo un tnico

experimento independiente.

Infectividad viral de ZhBV2 y PapDfV1

En resumen, la construccién viral ZhBV2 infect6 soja (n = 7/12), judia comun (n =
12/12) y N. occidentalis (n = 5/5) detectada a los 15 y 21 dpi como se observa en las figuras 1y
2 y en la tabla 6. Por el contrario, la agroinoculacion con PapDfV1 no produjo plantas infectadas
en ninguna de las especies analizadas, independientemente del método de agroinoculacion o cepa

de agrobacterium utilizada.
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Figura 2

Infectividad de los constructos virales en Nicotiana occidentalis evaluado mediante RT-PCR

Nicotiana occidentalis_RepCarlaF4_RepCarlaR5 Nicotiana occidentalis_CarlaGapF1_CarlaGapR1

cidentalis_CarlaGapF1_CarlaGapR1 pCarlaF4_RepCarlaR5

) () (+)

N\
. — —— — . -—
DLX-AS, PapDIV1_Ry PLX-AS_ZnBV2 Ry

Nota. Electroforesis en gel de agarosa de fragmentos amplificados por RT-PCR con un
tamafio de 600 pb que flanquean en la region de la replicasa (RepCarlaF4 RepCarlaR5) y 2300
bp en la region de la delecion (CarlaGapF1 CarlaGapR1). Los resultados corresponden a plantas
de Nicotiana occidentalis agroinoculadas con pLX-AS ZhBV2 Ry y pLX-AS PapDfV1 Ry,
analizadas a los (A) 15 dias post-inoculacion (dpi) y (B) 21 dias post-inoculacion (dpi). El
marcador de ADN corresponde a 1kb GeneRuler (Thermo Scientific, EE.UU.) utilizado como

referencia del tamafio molecular de los fragmentos.

Se visualizaron particulas similares a Carlavirus en plantas positivas de soja y judia
comun confirmadas por RT-PCR, se muestran en la figura 1 (A y B) respectivamente. La
longitud modal de las particulas oscilé entre 660-670 nm (n=10) y 14,0 nm de didmetro en soja 'y
judia comun. No se observaron particulas similares a virus en Nicotiana occidentalis. Las plantas
agroinoculadas no mostraron sintomas similares a virus.

La infeccion de ZhBV2 en Nicotiana occidentalis y no en Nicotiana benthamiana no es

un resultado inusual. La variacidn a nivel de especie en la infectividad de este carlavirus se
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puede atribuir a diversos factores como la variacion genética entre especies, diferencias en los
mecanismos de defensa antivirales del hospedero e interacciones especificas entre los
componentes virales y los factores del huésped (Wylie et al., 2015). Este comportamiento ha sido
previamente descrito por el estudio de Villamor et al. (2023), el cual reporta que la
agroinfiltracion del constructo de carlavirus de blueberry virus S (BluVS) genero sintomas
severos como mosaico, deformacion foliar, necrosis y la presencia del virus fue confirmada
mediante RT-PCR en N. occidentalis, pero no infectd N. benthamiana ni N. tabacum.

La ausencia de particulas similares a carlavirus observadas mediante TEM en M.
occidentalis podria atribuirse a un bajo titulo viral. Es posible que el virus se replique a niveles
bajos en este hospedero, generando una cantidad reducida de particulas virales, lo que dificulta
su visualizacién en TEM (Roingeard et al., 2019). No obstante, la infectividad fue confirmada
mediante RT-PCR, una técnica altamente sensible que permite detectar incluso cantidades
minimas de ARN viral (Roingeard, 2008).

Algunos estudios han demostrado la capacidad de ciertos virus de RNA como los virus
similares a umbravirus y viroides deficientes en los genes esenciales del movimiento de
interactuar con los factores del huésped para el movimiento intercelular y sistémico (Gémez &
Pallés, 2001, 2004; Kumar & Dasgupta, 2021; Simon et al., 2025; Ying et al., 2024). Una de las
proteinas del huésped que interactua con virus de RNA es la proteina del floema 2 (PP2), una
lectina abundante en el floema de las plantas vasculares como las Cucurbitaceas (Bobbili et al.,
2023; Dinant et al., 2003). PP2 esta involucrada en una variedad de procesos fisioldgicos y
bioquimicos como en la defensa de la planta y en respuestas al estrés bidtico y abidtico. Su
expresion depende de las condiciones del huésped, medio ambiente y el tejido (Guo et al., 2018;

Wei et al., 2023).
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El estudio de Gomez & Pallas, (2004) demostro que la proteina CsPP2 del pepino forma
un complejo ribonucleoproteico con el ARN Hop Stunt Viroid (HSVd) in vivo. Los ensayos de
injerto intergenéricos mostraron que tanto CsPP2 como el ARN HSVd podian translocarse a los
vastagos, donde el viroide seguia siendo funcional y sintomatico y se validé la formacion del
complejo ribonucleoproteico mediante inmunoprecipitacion. En los injertos entre pepino (patrén)
y la calabaza (vastago) solo se detectd la CsPP2 del pepino como complejo ribonucleoproteico
con el viroide, pero no la CmPP2 de la calabaza, la cual es incapaz de unirse al viroide y
producir infeccion sistémica, razon por cual en la calabaza este viroide no es infeccioso. Esto
sugiere que existen ciertos dominios variables en la PP2 del hospedero que interactian de forma
especifica con el viroide. Se necesitan al menos tres propiedades para que una proteina permita el
movimiento sistémico de un viroide: 1) actividad de union al ARN, ii) interactuar con los
plasmodesmas e incrementar su tamafio de exclusion (SEL) y iii) ser una proteina translocable en
toda la planta.

La investigacion realizada por (Ying et al., 2024), demostro que la PP2 del hospedador
permite el movimiento sistémico de yellow vein-associated virus 1 (CY'1), virus que carece de
proteinas del movimiento. La reduccion de la acumulacion de CY1 en las hojas sistémicas fue el
resultado de la anulacion del transcrito de PP2, lo que indica que PP2 sirve como proteina de
movimiento del hospedador que ayuda a la propagacion del virus. Por otro lado, se ha revelado
que la PP2 puede estimular la transmision de Cucurbit aphid borne yellows virus (CABYV)
mediante afidos cuando se mezcla el virus con una dieta artificial (Bencharki et al., 2010). Las
investigaciones previas sugieren que la infectividad de PapDfV1 puede depender de factores
especificos del huésped que se expresan en condiciones ambientales (bidticas y abidticas)

particulares ausentes en los experimentos de agroinoculacion ejecutados en el presente estudio.
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La region de la delecion de PapDfV1 posee caracteristicas gendomicas que pueden hacer que
las polimerasas virales sean mas susceptibles al intercambio de secuencia, facilitando la
produccion de D-RNAs y DI-RNAs. De manera similar, se ha descrito la presencia de un aislado
defectuoso Butterbur mosaic virus (ButMV-B), con una pequefia delecion en el gen de TGB1, en
infeccion mixta con su version gendmica parental y HelVS. Este hallazgo sugiere que la region
de la delecion es un elemento gendmico conservado (Hammond et al., 2020).En consecuencia, es
razonable inferir que PapDfV1 podria actuar como DI-RNA con su forma nativa en muy baja
concentracion, lo que explicaria su dificultad para detectarlo mediante RT-PCR y métodos como

HTS.

Coinfeccion de PapDfV'] con virus auxiliares

Dado que PapDfV1 es un virus defectuoso que carece de genes esenciales para el
movimiento celular y sistémico, se evaluod su capacidad de infectar plantas en coinfeccién con
posibles virus auxiliares. El descubrimiento de PapDfV1 mediante secuenciacion [llumina,
demostré la coexistencia de este virus con PRSV, PpVE, PpVQ, y PSFaV en muestra de tejido
de latex de papaya de 2 afios.

Las proteinas de movimiento viral (MP) heterélogas, no relacionadas entre si, pueden
suplantar la transmision intercelular de los virus de las plantas deficientes en proteinas del
movimiento o incluso de los viroides, seglin estudios de transcomplementacion del movimiento
de los virus (Morozov & Solovyev, 2024). Esto se explica por el hecho de que muchas MP
tienen dos funciones conservadas: pueden unirse al ARN e incrementar el limite de exclusion por
tamafio (SEL) de los plasmodesmas (Rao et al., 1998; Wang et al., 2024; Wu & Bisaro, 2022;

Zhao et al., 2023). Por lo tanto, es posible que la coinfeccion con otros virus de la papaya que
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estaban presentes en el momento del muestreo, como PpVE, PRSV y PSFaV, los cuales
codifican genes MP, ayuden a la propagacion sistémica de PapDfV1.

Para ello, se agroinocularon plantas de papaya ‘Passion red’ previamente infectadas
mecanicamente con Papaya ringspot virus (PRSV) (n=4) y Papaya sticky fruit-associated virus
(PSFaV) (n=2), con el objetivo de determinar si alguno de estos virus puede complementar las
funciones de movimiento requeridas por PapDfV1. Sin embargo, ninguna de las plantas
coinfectadas presenté amplificacion detectable de PapDfV1 por RT-PCR a los 30 y 60 dpi, lo
que sugiere que ni PRSV ni PSFaV proporcionan las funciones necesarias para facilitar la
infeccion sistémica de PapDfV1 en papaya (tabla 6).

Tabla 6
Resumen de resultados de RT-PCR de plantas agroinoculadas con pLX-AS ZhBV2y pLX-AS

PapDfV1 independientemente de la ribozima

Material vegetal Constructo viral Plantas Plantas Positivos
inoculadas sintomaticas mediante RT-
PCR
Soybean LB1858 # pLX-AS ZhBV2 6 0 4
pLX-AS PapDfV1 6 0 0
pLX-AS 1 0 0
Medio de 1 0 0
resuspension
bacteriana
Testigo 1 0 0
Soybean N7004 # pLX-AS ZhBV2 6 0 3
pLX-AS PapDfV1 6 0 0

pLX-AS 1 0 0
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Medio de 1 0
resuspension
bacteriana
Testigo 1 0
Common bean ? pLX-AS ZhBV2 12 12
pLX-AS_ PapDfV1 12 0
pLX-AS 3 0
Medio de 1 0
resuspension
bacteriana
Testigo 2 0
Papaya Maradol * pLX-AS ZhBV2 5 0
pLX-AS PapDfVl 5 0
pLX-AS 2 0
Medio de 2 0
resuspension
bacteriana
Testigo 2 0
Papaya Hawaiana * pLX-AS ZhBV2 5 0
pLX-AS PapDfV1 5 0
pLX-AS 2 0
Medio de 2 0
resuspension
bacteriana
Testigo 2 0
Papaya Hawaiana ° pLX-AS ZhBV2 5 0
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Papaya Passion red ?

Papaya Passion red °

Papaya Passion red

b

Papaya Passion red *

b

Nicotiana

occidentalis®

pLX-AS_ PapDfV1 0
pLX-AS 0
Testigo 0
pLX-AS ZhBV2 0
pLX-AS PapDfV1 0
pLX-AS 0
Testigo 0
pLX-AS ZhBV2 0
pLX-AS PapDfV1 0
pLX-AS 0
Testigo 0
PRSV + pLX-AS PRSV
PapDIV1 sintomas
Testigo 0
PSFaV + pLX-AS PSFaV
PapDfV sintomas
Testigo 0
pLX-AS ZhBV2 0
pLX-AS_ PapDfV1 0
pLX-AS 0
Medio de 0
resuspension
bacteriana
Testigo 0
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Nicotiana pLX-AS ZhBV2 5 0 0
benthamiana® pLX-AS_ PapDfV1 5 0 0
pLX-AS 2 0 0
Medio de 2 0 0
resuspension
bacteriana
Testigo 2 0 0
Nicotiana pLX-AS ZhBV2 5 0 0
benthamiana® pLX-AS PapDfV1 5 0 0
pLX-AS 1 0 0
Medio de 1 0 0
resuspension
bacteriana
Testigo 1 0 0

Nota. Las plantas positivas por RT-PCR se registraron a los 15 y 21 dpi, a excepcion del
experimento de coinfeccion que se registrd a los 30 y 60 dpi. Método de agroinoculacion: ?

Olszewski y ° Agroinfiltracion. Papaya ringspot virus (PRSV) y Sticky fruit-asssociated virus

(PSFaV) fueron inoculados mecénicamente en plantas de papaya ‘Passion red’.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Se construy6 clones de los virus PapDfV1 y ZhBV2 a partir de fragmentos de ADN
disefiados in silico mediante técnicas de clonacion molecular.

La infectividad de ambos constructos virales fue evaluada mediante RT-PCR y TEM.
ZhBV?2 resulto ser infeccioso en Phaseolus vulgaris (judia coman), Glycine max (soja) y
Nicotiana occidentalis, 1o que demuestra su capacidad de replicacion y movimiento
sistémico en estas especies. En contraste, PapDfV1 no gener6 infeccidon sistémica en
ninguna de las plantas agroinoculadas, ni en infecciones simples ni mixtas, lo cual podria
estar relacionado con su caracter defectuoso, su posible interaccidon con virus auxiliares

desconocidos o de factores especificos del hospedero tal como se discuti6 previamente.

4.1.2 Recomendaciones

Dado que PapDfV1 no produjo infeccion sistémica detectable mediante RT-PCR o TEM,
seria pertinente realizar estudios de coinfeccion con otros carlavirus como Papaya mottle-
associated virus (PaMV), papaya mild mottle-associated virus (PaMMYV) y cowpea mild
mottle virus (CPMMYV) y cuantificar la acumulacion viral mediante técnicas mas sensibles
como RT-qPCR.

Seria valioso estudiar las proteinas del huésped implicadas en el movimiento sistémico de
los virus defectuosos del movimiento en papaya, las interacciones proteinas virales-
huésped, condiciones necesarias para la formacién de los complejos ribonucleoproteicos,
analisis de las secuencias del virus y proteinas del hospedero implicadas en la union y

actividad.
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e Sesugiere evaluar la funcionalidad de los genes eliminados en PapDfV 1 mediante estudios

de complementacion, para confirmar su rol en el movimiento o replicacion viral.
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Cebadores utilizados durante la investigacion
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Temperatu )
Virus Nombre del cebador Secuencia del cebador (5° — 3) ra de Tamaino del Uso Referencia
anillado amplicon (nt)
Carla_GapF1 GGGAGTTACTTGCTGAGCATAG o oy
55°
Carla_GapR1 GGTCTGAAGATGCACAAGGACT
Deteccion
Carla_GapF2 GACTGGGCAGCAAATTTGGGAA
PapDfV1 58°C 298 (delecion entre Este estudio
Carla_GapR1 GGTCTGAAGATGCACAAGGACT
- TGB1-NABP)
RepCarla F4 TCAAACAATGTCGAGGCACTGC c 600
55°
RepCarla_R5 TCTTGCACCTCCTCAATTTGGC
Carla_GapF1 GGGAGTTACTTGCTGAGCATAG
2352 Deteccion )
ZhBV2  Carla GapR1 GGTCTGAAGATGCACAAGGACT 55°C Este estudio

TGB F1

TGTCTTCGGTGATCCATTGC

495

(TGB1-NABP)
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TGB _R1 GGCAAGCACAACAAGACTAATG
C
RepCarla F4 TCAAACAATGTCGAGGCACTGC
RepCarla_R5 TCTTGCACCTCCTCAATTTGGC 000
Nad5 F GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT Control de
Nad5 R CTCCAGTCACCAACATTGGCATA s50C 180 referencia (Menzel et al.,
- A (enddgeno) 2002)
35s F CTATCCTTCGCAAGACCCTTC (Pasin, 2022)
VP R4 TTCAGCGAGGGTTGCTTTATGC 000
PLA-AS_ Carla_GapF1 GGGAGTTACTTGCTGAGCATAG
PPV oy PCR AT R AATCAACAATTCCTGCAGGC 33°C 612
y_ _al
1 PCR de colonias Este estudio
Carla_GapF1 GGGAGTTACTTGCTGAGCATAG
pIZi:j/i_ Colony PCR_ AT R AATCAACAATTCCTGCAGGC 2,740
Figura 3

Crecimiento de plantas de papaya y preparacion de medio
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Nota. A) y B) Traspaso y preparacion de plantas de papaya de dos semanas de edad; C) preparacion de medio LB (10-5-5) para

crecimiento de Agrobacterium tumefaciens AGLI.
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