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Abstract

Pepino mosaic virus (PepMV) is an emerging pathogen that represents a serious threat to
tomato production worldwide. PepMV-induced diseases manifest with a wide range of
symptoms, including systemic necrosis. Our results showed that PepMV accumulation depends
on the virus isolate, tomato cultivar, and environmental conditions, and associates with the
development of necrosis. Substitution of lysine for glutamic acid at position 67 in the triple gene
block 3 (TGB3) protein, previously described as a necrosis determinant, led to increased virus
accumulation and was necessary but not sufficient to induce systemic necrosis. Overexpression
of both TGB3 and the polymerase domain (POL) of the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)
resulted in necrosis, although only local expression of POL triggered HR-like symptoms.
Altogether, our data suggest that the RdRp-POL domain plays an important role in PepMV
necrosis induction, with necrosis development depending on the virus accumulation level,
which can be modulated by the nature of TGB3, host genotype and environmental conditions.
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Resumen

El virus del mosaico del pepino dulce (PepMV) es un patégeno emergente que representa una
grave amenaza para la produccion de tomate. Las enfermedades inducidas por PepMV se
manifiestan con una amplia gama de sintomas, incluyendo la necrosis sistémica. Nuestros
resultados muestran que la acumulacion de PepMV depende tanto del aislado del virus, como
de la variedad de tomate o las condiciones ambientales, asociado todo ello al desarrollo de la
necrosis. La sustitucion de una lisina por un acido glutamico en la posicion 67 del triple bloque
de genes (TGB3), previamente descrita como un determinante de la necrosis, parece favorecer
una mayor acumulacion del virus pero no parece ser el elemento elicitor de la necrosis
sistémica. La sobreexpresion tanto de TGB3 como del dominio polimerasa (POL) de la replicasa
(RdRp) produjo necrosis, aunque sélo la expresion local de POL desencadené sintomas
caracteristos de HR. En conjunto, nuestros datos sugieren que el dominio RdRp-POL
desempeiia un papel importante en la induccion de necrosis de PepMV, dependiendo del nivel
de acumulacion del virus, que puede ser modulado por la naturaleza de TGB3, el genotipo del
huesped y las condiciones ambientales.
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1. INTRODUCCION

La necrosis sistémica es uno de los sintomas inducidos por patoégenos de las plantas que
mas pérdidas provoca en cultivos agricolas. Un amplio nimero de estudios han demostrado que
la necrosis sistémica tiene caracteristicas de respuesta hipersensible (HR), incluyendo la
induccién de la muerte celular programada. Mas recientemente, algunos trabajos han descrito que
los virus que inducen necrosis sistémica codifican una proteina elicitora, como lo hacen los virus
inductores de HR [1]

El virus del mosaico del pepino dulce (PepMV) causa una grave enfermedad en los cultivos
de tomate en todo el mundo [2]. PepMV pertenece al género Potexvirus de la familia
Alphaflexiviridae. Su genoma estd formado por un ARN monocatenario de aproximadamente 6,4
kb que incluye 5 marcos abiertos de lectura (ORFs). El primero de ellos codifica la replicasa, que
posee tres dominios, metiltransferasa (MET), helicasa (HEL) y polimerasa (POL), a continuacion
se encuentra el triple bloque de genes (TGB) que codifica TGB1, TGB2 y TGB3, involucrados en el
movimiento viral y supresién de silenciamiento, y la proteina de la capsida (CP) que tiene un papel
estructural, ademas de ser un supresor silenciador y necesario para el movimiento viral [3].

Se han descrito cinco genotipos diferentes de PepMV [4]. Pequeinas diferencias genéticas
entre ellos dan lugar a grandes diferencias en la naturaleza y la gravedad de los sintomas. Se ha
descrito que una sola mutacién en el aminoacido niimero 67 del gen TGB3 (4cido glutdmico en
lugar de lisina, K67E) puede ser la causante de la conversion de una cepa suave de PepMV en una
necrdtica [5], aunque los mecanismos subyacentes siguen sin conocerse.

En este trabajo hemos estudiado la implicaciéon de diferentes factores sobre la acumulacion
de PepMV y la induccién de necrosis, caracterizando el fenotipo de la misma.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Construcciéon de los pldsmidos.

La mutaciéon que causa la sustitucion de aminoacidos K67E en TGB3 se generdé por
mutagénesis dirigida basada en PCR empleando cebadores especificos [3]. Las construcciones
disenadas para la expresion transitoria de los diferentes dominios de RdRp o proteinas de PepMV,
se clonaron por sistema Gateway empleando pGWB como vector binario de destino.

2.2 Material vegetal e inoculacién

Se han empleado seis variedades de tomate (Beta Lux, Malinowy Ozarowski y Koneser, de
Polonia, y Boludo, Moneymaker, y Muchamiel de Espafa). Estas plantas han crecido bajo dos
condiciones medioambientales, la primera (condiciéon ambiental I) 26 a 28 C dia, 18 a 20 C noche,
16 h luz y la segunda (condicién ambiental II) 21 a 22 C dia, 15 a 16 C noche, 8 h luz, simulando
verano e invierno, respectivamente. En tomate la inoculacion se realiz6 de forma mecanica a partir
de in6culo obtenido de plantas de N. Bethamiana previamente agroinfectadas. La inoculacion se
realizé sobre la primera hoja totalmente expandida.

2.3 Deteccién de respuesta asociada a la defensa.

La deteccion histoquimica de H20; en hojas de tomate y N. benthamiana se realizé con
tincion histoquimica in situ dependiente de peroxidasa enddgena. La deteccion histoquimica de
0;-se realiz6 por infiltracién foliar d con tetrazolio nitro azul (NBT) a 0,1 mg/ml en tampo6n K-
HEPES 25 mM (pH 7,6) e incubacion a 252C en la oscuridad durante 2 h. Las hojas se enjuagaron
en etanol al 95% (vol/vol) durante 10min a 80°C, se montaron bajo agua destilada y se
fotografiaron directamente usando un estereomicroscopio Olympus SZX PT.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En un primer ensayo se analizd la influencia sobre la acumulacién viral de las condiciones
ambientales y del genotipo del virus. Para ello se inocularon plantas de seis variedades de tomate
con dos cepas no necrdticas, PepMV-Sp13 (tipo UE) y PepMV-PS5 (tipo CH2) [4], y con dos
mutantes necroticos, PepMV-Sp13/TGB3«ke7e y PepMV-PS5/TGB3ke7e (Figura 1A). 24 dias post
inoculacién la acumulaciéon de PepMV fue notablemente afectada por la interaccion entre el tipo
de aislado, las condiciones ambientales y la variedad de tomate. En concreto, los aislados
necroéticos se acumularon a niveles significativamente mas altos que los aislados no necroticos y
la condicién ambiental | aument6 significativamente (doble) la acumulacién viral con respecto a
la condicién II (Figura 1B). Cada variedad de tomate tuvo un efecto sobre la acumulacién viral,
Malinowy Ozarowski fue la variedad en la que se detecté6 una mayor carga viral seguida por
Moneymaker, Koneser, Boludo, Muchamiel, siendo Beta Lux la variedad en la que menor titulo
viral se detectd. A continuacion, se examindé el impacto de la necrosis en todos los tratamientos.
Los sintomas necrdticos sélo se observaron en cultivares de tomate inoculados con PepMV-PS5/
TGB3ke7e. La gravedad de los sintomas necréticos varid de acuerdo con las condiciones
ambientales, siendo mayor en la condicion I y con los cultivares Beta Lux y Moneymaker. Los
resultados sugieren que el desarrollo de necrosis estd asociado con altos titulos virales, que a su
vez depende del aislado y condiciones ambientales. Por lo tanto, la sustitucién de aminoacidos
K67E en TGB3 parece ser necesaria, pero no suficiente para la induccién de la necrosis sistémica.
Una explicacion plausible es que TGB3 esté implicado en la determinacién de la necrosis
aumentando la acumulacidn del virus en plantas infectadas con PepMV.

Para caracterizar la necrosis sistémica inducida en tomate por las cepas necréticas de
PepMV, se analizaron las caracteristicas bioquimicas asociadas con la muerte celular. Se
inocularon plantas de tomate Moneymaker con los cuatro aislados de PepMV. Seis semanas
después de la inoculacién sélo las plantas infectadas con los aislados necréticos mostraron
necrosis (Figura 2A). No se detectdé acumulacidn de H202 o O>. en hojas infectadas con aislados no
necraticos. Se analiz6 la necrosis también en plantas de N. benthamiana inoculadas con PepMV-
PS5 y PepMV-PS5/TGB3«ke7e y se encontraron resultados similares (Figura 2B). Los niveles de
acumulacion viral son casi diez veces mayores en plantas inoculadas con PepMV-PS5/TGB3«e7e
que en plantas inoculadas con PepMV-PS5 (Figura 2C). En N. benthamiana los resultados
sugirieron que la induccidon de necrosis estaba correlacionada con una mayor acumulacién de
virus. Para evaluar si un aislado no necrético de PepMV puede causar necrosis al acumularse en
niveles altos, coinfiltramos clones agroinfectivos de longitud completa de PepMV-Sp13 o PepMV-
PS5 junto con el supresor silenciador p19. A los 5 dias postinfiltraciéon aparecieron manchas
necréticas sélo en hojas co-agroinfiltradas con p19, que se asemeja a la respuesta necrogénica
descrita anteriormente (mostrada para PepMV-Sp13). Estos resultados sugieren fuertemente que
un aislado no necrdtico puede causar la necrosis cuando alcanza niveles de acumulacién altos.

Con la finalidad de mapear el elicitor de la necrosis en el genoma viral, se expresaron en
N.benthamiana los diferentes genes de PepMV utilizando vectores pGWBs. La expresion
transitoria de ambas versiones de TGB3, TGB3k y TGB3g, indujo el mismo fenotipo que consistente
en necrosis venosa débil que se asemeja a un efecto citotoxico. Sin embargo la expresion de
dominio POL desencadend un fenotipo caracteristico de necrosis que se asemeja claramente al
fenotipo de necrosis descrito anteriormente para inoculaciones con toda la construccién del virus.
Estos resultados indican que el dominio POL de la RdRp codificada por los aislados sintomaticos
y asintomaticos de PepMV es un inductor de necrosis.
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4. CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que el desarrollo de la necrosis se asocia con altos titulos
virales, que a su vez dependen del aislado, del cultivar de tomate y de las condiciones ambientales.
La sustitucion de aminoacidos K67E en TGB3 parece ser necesaria pero no suficiente para la
induccién sistémica de necrosis. Se demostré que la necrosis sistémica, tanto en tomate y N.
benthamiana comparte caracteristicas de respuesta hipersensible. También se mape¢ el elicitor
de la necrosis en el genoma de PepMV, en un dominio conservado de la RdRp.
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Figura. 1. Necrosis sistémica producida por PepMV

asociada al titulo viral.

Figura 2. Caracterizacién de la necrosis en tomate y

N. benthamina.

137



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ru%C3%ADz-Ram%C3%B3n%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26667188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B3mez%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26667188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasi%C3%B3w-Jaroszewska%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26667188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez-Pina%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26667188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aranda%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26667188



