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Infroduccion

Los virus son estructuras sencillas que codifican un bajo numero de proteinas y cuyo movimiento y multiplicacion dependen de la
interaccidon con las proteinas del huesped. El conocimiento generado del estudio de estas interacciones permite idenfificar las
proteinas que inferaccionan con el virus para inhibirlas e impedir la multiplicacion y/o movimiento del virus por el huésped.

El fomate es uno de los cultivos con mayor importancia econdmica en la Region de Murcia. Hoy en dia, uno de los agentes
patdgenos que Mmas pérdidas economicas produce a los agricultores de tomate es el virus del mosaico del pepino dulce
(PepMV).

El objetivo de este trabajo ha sido comprobar si una proteina de tomate conocida como Hsp70 interacciona con la proteina de
la cApside viral de PepMV, gracias a la técnica de andlisis de imagen conocida como ensayo de fluorescencia bimolecular por
complementacion (BiFC).

‘Hemos realizado este tfrabajo en colaboracion con el Grupo de Patologia Vegetal del Centro de Biologia Aplicada y Edafologia
del Segura (CEBAS-CSIC).

Métodos: Ensayo BIFC  Resultados

Mediante [a PCR amplificamos la secuencia de

Los ensayos de Fluorescencia bimolecular por complementacion (BiFC) aprovechan las los genes codificantes de la CP y la Hsp7/0.
caracteristicas de la proteina verde fluorescente (GFP), que tiene la capacidad de

emitir luz fluorescente verde al ser excitada con luz ulfravioleta. La estructura tubular de » La elecfroforesis en gel de agarosa nos permitio
la GFP permite su division en dos mitades que pueden fusionarse a dos proteinas de comprobar que la reaccion habia ido como se
interés. En nuestro caso particular la CP de PepMV y la Hsp70 de tomate, cuya esperapa y los genes replicados eran los
interaccion queremos comprobar. correctos.

Las proteinas de fusion a GFP contenidas en un vector de expresion seran expresadas *Los genes fueron clonados en vectores de
en plantas de Nicotiana benthamiana, capaces de sintetizar las proteinas cuya expresion y fransformados en céelulas de E. coli, y
interaccion queremos comprobar. Si las proteinas de interes interaccionan en la planta, posteriormente en celulas de A. fumefaciens con
las dos mitades de la GFP se unirdn recuperdndose la estructura de la proteina vy las que infiliramos plantas de N. benthamiana.

pudiendo emitir fluorescencia verde. .
*Observamos las plantas de N. benthamiana con

el Microscopio Ldaser Confocal y apreciomos
fluorescencia.

‘Para la realizacion del ensayo BiFC fueron necesarias una serie
de técnicas de biologia molecular y otros procedimientos:

. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR aprovecha las caracteristicas de la enzima polimeraso
para amplificar las muestras de DNA que codifican ambas
oroteinas con las que poder trabajar.

«Concluimos gue si existe interacciodn fisica entre
la CP de PepMV vy |la Hsp70 de tomate.

Preparacion de la

2. Electroforesis en gel de agarosa reaccion de PCR
Esta técnica permite comprobar el correcto funcionamiento de lo I
PCR gracias a la capacidad del DNA de migrar en una matriz al
aplicar un campo eléctrico.

3. Transformacion y construccion de vectores plasmidicos
Después de recuperar y purificar las bandas de DNA se
construyen vectores plasmidicos mediante reacciones de
digestion y ligacion. Estos se clonan en bacterias de E. coli. Paro
infroducir los vectores es necesario desestabilizar la membrana z;
mediante electroporacion. Los vectores se recuperan para -l

comprobar gue han incorporado el inserto.

Células de N. benthamiana observadas al MLC

Carga de DNA en Los conocimientos adquiridos sobre esta
gel de agarosa interaccion sugieren que:

4. Agroinfiltracion en N. benthamiana

Los vectores se clonan en células de Agrobacterium fumefaciens
que pueden transferir DNA de sus plasmidos a la planta gque
inNfectan. Estas bacterias se infiliran en las plantas de N.
benthamiana para que expresen los genes que codifican las
poroteinas CP y Hsp70.

oLa profeina de la capside de PepMV precisa de
la Inferaccion con la profeina Hsp70 para
Infectar a la planta.

*Para comprobar si Hsp/0 es prescindible o no,
habria que silenciar su expresion y analizar si en
ausencia de la Hsp/Z0, el virus puede realizar sus
funciones de movimiento y/o multiplicacion en
la planta.

5. Observacion en el microscopio laser confocal (MLC) \{
Tres dias después de la infiltracion se observan muestras de |as A

plantas en el MLC. Si las proteinas interaccionan, se observard Al\?rg'”f']'fr:m@” en
fluorescencia. . benthamiana
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