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Introduzione:

Durante le sei settimane di soggiorno presso il dipartimento di Plant Pathology, dell’Universita della
California, Davis, ho approfondito aspetti riguardanti
la caratterizzazione funzionale di Tomato apex
necrosis virus (ToANV), un torradovirus causa di una
importante malattia su pomodoro in centro America
da me caratterizzato a partire dal 2008 (Fig. 1).

Il virus & caratterizzato da un genoma a RNA positivo
bipartito. RNA1 codifica per una poliproteina
coinvolta nella replicazione virale. L'RNA2 codifica
per due proteine: la proteina codificata da ORF1, di
cui non si sa la funzione, e a valle di questa la
poliproteina ORF2, che viene digerita nei suoi
componenti, una proteina di movimento (MP) e tre
proteine capsidiche (Vp35, Vp26 eVp24) (Fig. 2).
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Figura 1: sintomi causati da ToANV su pomodoro

La ricerca effettuata si & concentrata su due aspetti:
i) il meccanismo di espressione della ORF2 codificata dall’'RNA2, testando alcune ipotesi iniziali, quali re-
iniziazione, leaky scanning, internal IRES; ii) analisi funzionale dell’ORF1, la proteina che caratterizza il
gruppo tassonomico dei torradovirus.

I: MECCANISMO DI ESPRESSIONE DI ORF2 DELL'RNA2 di TOANV

Al fine di elucidare il meccanismo per I'abbondante espressione dell’ORF2 di TOANV sono stati generati una
serie di costrutti con mutazioni o delezioni nel’/RNA2. Un primo costrutto introduce un frameshift forzato
all’'estremita 3’ di ORF1 al fine di produrre una unica proteina, trasformando cosi’ 'RNA2 da bicistronico in
monocistronico. Un secondo costrutto introduce una delezione di 85 nucleotidi a monte dell’AUG del
secondo ORF. Un terzo costrutto inserisce un frammento di 700 paia di basi all’estremita 3’ dell’lORF1, e un
quarto costrutto abolisce la metionina di iniziazione dell’ORF1.



| risultati presentati nella figura 3 mostrano che sia il costrutto che produce un frameshift, che il costrutto
con la delezione di 85 nt producono proteine capsidiche in abbondanza. Il costrutto con GFP inserito a valle
dell’ORF1 invece non produce alcun CP.
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Fig. 3: Western blot analysis for the CP of TOANV

Tali risultati sembrano suggerire che per la produzione di ORF2 non & necessario la terminazione di ORF1
(viene esclusa quindi la re-iniziazione). Il fatto che la delezione di 85 nucleotidi a monte della AUG di ORF2
non influenzi la traduzione dello stesso sembra invece invalidare I'ipotesi della presenza di un Internal
Ribosomal Entry Site (IRES).

La Figura 4 invece presenta i risultati riguardanti I'assenza dell’AUG iniziale dell’ORF1. In questo caso la
produzione di proteine derivate da ORF2 & molto abbondante. Tale abbondanza sembrerebbe indicare un
possibile ruolo del Leaky scanning, ma sono necessarie ulteriori conferme.
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Fig. 4: Western blot analysis for the CP of
ToANV



ORF1 ORF2 [I: ANALISI FUNZIONALE DELL'ORF1
CODIFICATO DALL'RNA2 DI ToANV
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Fig. 5: costrutti utilizzati per analisi funzionale ORF1 virale RNA2 (Fig. 5).

| risultati degli inoculi mediante agroinfiltrazione di Nicotiana benthamiana sono presentati in Figura 6: in
sintesi, la proteina e indispensabile per l'infezione sistemica della pianta, mentre la replicazione non risulta
alterata. Fornendo la proteina in trans tramite un terzo costrutto si ottengono ricombinanti, e una nuova
versione del virus tripartito.

Replicate Sample | 4dpa Tor8dpa | 150r16dpa | Sequencingand Northern
number | LOCAL SYSTEMIC SYSTEMIC | SYSTEMIC

R1+R2 R1(7/21/2015) 1and 2
R2 (8/10/2015) 11 212 5/5 N/A N/A
R1+ORF1 R1(8/10/2015) 3 Neg N/A N/A 0/5
R1+ORF1-Flag R2 (8/10/2015) 4 Neg NIA N/A 0/5
R1+R2-SC R1(7/21/2015)  3+4 212 072 072 012
R2 (8/10/2015) 5 5/5 0/5 0/5 0/5
R1+R2-SC+ORF1 R1(7/21/2015)  7+8 212 072 02 22 Reverted to wt
R2 (8/10/2015) 7 5/5 0/5 0/5 5/5 Reverted to wt
R1+R2-SC+ORF1-Flag ~ R1(7/21/2015)  11+12 212 072 212 N/A Reverted to wt
R2 (8/10/2015) 9 5/5 0/5 5/5 N/A Reverted to wt
R1+AORF1 R1(7/21/2015)  5+6 212 012 012 072
R2 (8/10/2015) 6 5/5 0/5 0/5 0/5
R1+AORF1+ORF1 R1(7/21/2015)  9+10 212 02 02 12 No change in AORF1, but del in ORF1 3’ utr. 3 RNAs
R2 (8/10/2015) 8 5/5 0/5 0/5 1/522 PCR?  No change in AORF1, but del in ORF1 3’ utr. 3 RNAs
R1+AORF1+ORF1-Flag  R1(7/21/2015) 13+14 212 0/2 0/2 0/2
R2 (8/10/2015) 10 5/5 0/5 0/5 0/5

Fig 6: Risultati degli esperimentiriguardanti analisi funzionale di ORF1

Sono stati inoltre assemblati una serie di costrutti in cui la proteina ORF1 & fusa a GFP, al fine di analizzarne
la localizzazione subcellulare (Figura 7).
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Figura 7: costrutti per lo studio della localizzazione subcellulare della proteina ORF1 . .
Il vettore virale puo essere

utilizzato per comprendere se la proteina ORF1 & necessaria per il movimento virale da cellula a cellula. Le
fusioni tra ORF1 e GFP invece servono per controllare la localizzazione subcellulare che per ora ¢ stata

osservata solo per una fusione carbossiterminale (Figura 8).

Fig. 8: ORF1/GFP#5 (Pacl)+p19

Sono in corso di preparazione due manoscritti di cui saro’ co-autore.



