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Abstract

Abstract

This work focuses on the coat protein (CP) of pepino mosaic virus (PepMV), which
has been analysed from structural and functional points of view. PepMV is a flexuous
filamentous plant virus belonging to the genus Potexvirus within the family
Alphaflexiviridae. PepMV has significant agronomic importance because it induces a
disease affecting tomato crops causing important economic losses worldwide. PepMV
has also raised recent biotechnological interest, and a PepMV-based clone tool-box is

available for different potential uses facilitating the study of the PepMV biology.

The cryoEM structure of PepMV virions at 3.9 A of resolution is shown and
discussed in the first chapter of this work. The PepMV particle is built by thousands of
CPs arranged in a left-handed helix fashion protecting the viral RNA. The near-atomic
three-dimensional (3D) map allowed accurate modelling of the CP, the viral RNA, and
their interaction. The CP has 3 regions: an N-terminal flexible arm, a core, and a C-
terminal extension. An RNA binding pocket was identified in the core region of the CP,
and the side-by-side contacts between assembled CPs were mediated by the N-terminal
arm that interacts with an hydrophobic groove in the core of the neighbouring CP. In
vivo functional studies of several CP mutants affecting the RNA binding pocket and the
N-terminal arm confirmed the role of several residues in RNA binding and
polymerization during cell-to-cell movement and assembly. Further Thesis work in this

part focussed on the identification of an origin of assembly (OAS) of PepMV virions.
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Virus-like particles (VLPs) were purified from plants expressing the PepMV CP and an
heterologous RNA containing a putative PepMV OAS. A short region functioning as OAS
was identified in the first 87 nucleotides of the viral RNA. The secondary structure of the

OAS from in vitro and ex virio RNAs was resolved by SHAPE analysis.

In the second part of this work, two tomato proteins interacting with the PepMV
CP were identified using a yeast-two hybrid (Y2H) screening of a tomato cDNA
normalized library. For confidentiality reasons, in this abstract, these proteins will be
called IP24 and IP10. The two interactions were confirmed by coimmunoprecipitation
(ColP) and the CP-IP24 interaction was also confirmed by directed Y2H. Furthermore,
IP10 was also identified as an interacting protein of the PepMV triple gene block 1
protein (TGB1) in the Y2H screening. The TGB1-IP10 interaction was confirmed by both
ColP and directed Y2H assays. To analyse if IP24 or IP10 have a role in the PepMV
biology, knocked-out Micro-Tom plants were generated using the CRISPR/Cas9
technology. The IP24 knocked-out plants showed loss of susceptibility to PepMV
indicating that IP24 is a proviral factor. On the other hand, no difference on the PepMV
accumulation was observed between IP10 knocked-out and wildtype plants. However,
plants edited in the gene encoding an IP10 paralog (IP11), that is a possible TGB1-
interacting protein, showed loss of susceptibility to PepMV. Then, live-cell imaging
under the confocal laser scanning microscope was performed to infer possible functions
of IP24, IP10 and IP11 during PepMV infection. IP24 colocalized with the CP in the virus
replication complexes (VRCs) suggesting a function during virus replication. IP10 was
also recruited to VRCs, but not IP11. Both IP10 and IP11 colocalized with TGB1 within
the plasmodesmata (PD) channel suggesting that both proteins are implicated in viral

cell-to-cell movement.



Resumen

Resumen

En este trabajo se ha estudiado la proteina de la capsida (CP) del virus del
mosaico del pepino dulce (PepMV) bajo un punto de vista estructural y funcional.
PepMV es un virus filamentoso flexuoso que pertenece al género Potexvirus y a la familia
Alphaflexiviridae. Es el causante de una enfermedad que afecta a cultivos de tomate por
todo el mundo y provoca importantes pérdidas econdmicas. Ademas del interés
agrondémico, PepMV ha despertado interés biotecnoldgico y existe un importante
arsenal de clones basados en PepMV con diferentes usos potenciales y que facilitan el

estudio de la biologia del virus.

En el capitulo 1 se presenta y discute la estructura de la particula de PepMV
resuelta por criomicroscopia electreénica (crioEM) con una resolucién de 3.9 A. La
arquitectura de PepMV es una hélice levdgira formada por CPs que protegen el RNA
viral. El mapa tridimensional (3D) casi a nivel atdmico ha permitido el modelado de la
CP, del RNA viral y de su interaccién. La CP de PepMV se puede dividir en tres regiones:
un brazo N terminal flexible, una regidn central rica en hélices alfa, y una extensién C
terminal. Se ha identificado un bolsillo de interaccién con el RNA en la regidn central de
la CP, y se ha determinado que en el contacto lateral entre CPs participa el brazo N
terminal que se aloja en un surco hidrofdbico de la regién central de la CP vecina.
Estudios funcionales in vivo de varias CPs mutadas en aminoacidos del bolsillo de
interaccion con el RNA y en el brazo N terminal confirmaron la implicacién de varios

residuos en la unidn al RNAy en la oligomerizacidn de la CP durante el movimiento célula
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a célulay el ensamblaje del viridn. Por otro lado, en este capitulo también se ha puesto
el foco en la identificacion de un origen de encapsidacion (OAS) de PepMV. Se han
purificado particulas similares a virus (virus-like particles, VLPs) a partir de hojas de N.
benthamiana que expresaban la CP y un RNA heterdlogo que contenia el OAS de PepMV.
El OAS se ha mapeado en una region corta del extremo 5’ del RNA gendmico de PepMV
y su estructura secundaria se ha determinado a partir de RNAs in vitro y ex virio

mediante SHAPE.

En la segunda parte de este trabajo se han identificado dos proteinas de tomate
gue interaccionan con la CP de PepMV mediante un escrutinio por doble hibrido en
levadura (yeast-two hybrid, Y2H) de una genoteca de cDNA normalizada. Por motivos de
confidencialidad, en este resumen llamaremos a estas proteinas IP24 e IP10. Las dos
interacciones fueron confirmadas por coinmunoprecipitacidn (ColP) y la interaccién CP-
IP24 fue también confirmada por Y2H dirigido. Ademas, IPO fue también identificada en
el escrutinio por Y2H como interactor de la proteina 1 del bloque de tres genes (TGB1)
de PepMV. La interaccién TGB1-IP10 fue confirmada tanto por ColP como por Y2H
dirigido. Para analizar si IP24 o IP10 tienen un papel en la biologia de PepMV, se
generaron plantas Mmicro-Tom editadas en los genes que codifican IP24 e IPO mediante
la tecnologia CRISPR/Cas9. Las plantas mutantes defectivas en el gen que codifica IP24
mostraron una pérdida de susceptibilidad a PepMV, lo que indica que IP24 es un factor
proviral. Por otro lado, no se observaron diferencias de acumulacién de PepMV entre
las plantas defectivas en el gen que codifica IP10 y las plantas de genotipo salvaje. Sin
embargo, plantas editadas en el gen que codifica un pardlogo de IP10 (IP11), para el que
hay evidencias de que interaccione con TGB1, mostraron pérdida de susceptibilidad a
PepMV. A continuacién, se localizaron subcelularmente las proteinas de interés
mediante microscopia laser confocal de células vivas para tratar de inferir sus funciones
en el ciclo infectivo de PepMV. IP24 colocalizé con la CP en los complejos de replicacion
de virus (VRCs) lo que sugiere su posible implicacion en la replicacién viral. IP10 también
fue reclutada a los VRCs, pero no asi IP11. Por otro lado, IP10 e IP11 colocalizaron con la
TGB1 en el interior del canal de los plasmodesmos (PDs), lo que sugiere que ambas

proteinas participen en el movimiento célula a célula del virus.



Abreviaturas

Abreviaturas de virus (por orden alfabético)

BaMV
BSMV
CymMV
FMV
LXV
NMV
PAMV
PapMV
PEMV
PepMV
PVX
PVY
RVFV
SFTSV
SMV
TBSV
T™MV
TOSV
TRV
TYLCV
wWcCIMV
WMV

virus del mosaico del bambu

virus del mosaico estriado de la cebada
virus del mosaico del cymbidium

virus del mosaico de la cebadilla

virus X del lirio

virus del mosaico del narciso

virus del mosaico aucuba de la patata
virus del mosaico de la papaya

virus del mosaico y enaciones del guisante
virus del mosaico del pepino dulce

virus X de la patata

virus Y de la patata

virus de la fiebre del valle del Rift

virus de la fiebre severa con trombocitopenia
viurs del mosaico de la soja

virus del enanismo ramificado del tomate
virus del mosaico del tabaco

virus Toscana

virus del cascabeleo del tabaco

virus del rizado amarillo del tomate

virus del mosaico del trébol blanco

virus del mosaico de la sandia

Otras abreviaturas (por orden alfabético)

3'UTR
5'Cap
5'UTR
AD
AGO
AgT
BD
BzCN
CAT1
CDS
chl
ColP
CcpP
crioEM
ddNTP

region no traducida 3'

caperuza del 5'

region no traducida 5'

dominio de activacion del factor de transcripcion Gal4
proteina argonauta

antigeno T grande de SV40

dominio de unién a DNA del factor de transcripcién Gal4
cianuro de benzoilo

catalasa 1

secuencia codificante

cloroplasto

coinmunoprecipitacion

proteina de la capsida

criomicroscopia electrénica

didesoxinucledtido



DO densidad éptica
dominio NID dominio N terminal intrinsecamente desordenado

dpa dias post agroinfiltracion

dpi dias post inoculacion

DSN nucleasa especifica de duplex

EPPO Organizacion Europea de Proteccion de Cultivos
FP proteina fluorescente

GFP proteina verde fluorescente

gRNA RNA gendmico

gRNA RNA guia de la nucleasa Cas9

GST glutatién S-transferasa

ICTV Comité Internacional de Taxonomia de Virus
indel insercion y/o deleciéon

lamC laminina C

NP nucleoproteina

OAS origen de encapsidacion

ORF marco abierto de lectura

p53 supresor tumoral p53

PCR reaccién en cadena de la polimerasa

PD plasmodesmo

PDS fitoeno desaturasa

RdRp polimerasa de RNA dependiente de RNA

RE reticulo endopldsmico

RFP proteina roja fluorescente

RMSD desviacién media cuadratica

RNP ribonucleoproteina

RT transcripcioén reversa

SEL limite de tamano de exclusion del plasmodesmo
sgRNA RNA subgendmico

SHAPE acilacion de los grupos 2’-hidroxilo analizada por extension del cebador
ssRNA RNA monocatenario

TEM microscopia electrénica de transmision

TGB1 proteina 1 del bloque de tres genes

TGB2 proteina 2 del bloque de tres genes

TGB3 proteina 3 del bloque de tres genes

UPR respuesta de proteina desplegadas (unfolded protein response)
VIGS silenciamiento génico inducido por virus

VLP particula similar a virus (virus like-particle)

VRC complejo de replicacion del virus

VRNA(-) RNA viral de polaridad negativa

Y2H doble hibrido en levadura

YFP proteina amarilla fluorescente
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1. Introduccidn general

1. Introduccién general

Los virus son parasitos obligados que infectan a otros organismos para completar
sus ciclos bioldgicos. La infeccion viral puede conducir al desarrollo de enfermedades en
sus huéspedes. Cuando estas enfermedades afectan a plantas cultivadas pueden
provocar grandes pérdidas econdmicas (Loebenstein 2009; Rybicki 2015; Scholthof et al.
2011; Waterworth y Hadidi 1998), de manera que el desarrollo de estrategias eficientes
para hacer frente a las patologias viricas es uno de los principales retos de la patologia
vegetal y la agronomia. Las medidas mas exploradas para proteger los cultivos
amenazados por virosis son la generacion de variedades resistentes, el control de los
vectores, y la implementacion de medidas profilacticas que limiten el establecimiento
de focos primarios de infeccidn. Sin duda alguna, el estudio de la biologia de los virus, y
de la relacién entre los virus y sus huéspedes es fundamental para desarrollar nuevos
métodos de proteccion de cultivos. Por otro lado, los virus de plantas tienen un enorme
valor como herramientas biotecnoldgicas gracias a sus propiedades fisicas y quimicas.
Su naturaleza proteica, su simetria icosaédrica o filamentosa, su capacidad para
encapsular RNA, y su facil multiplicacidon y purificacion son caracteristicas intrinsecas de
los virus de plantas que han permitido su uso en el campo biomédico y nanotecnolégico

en los ultimos afios (Steele et al. 2017).

El virus del mosaico del pepino dulce (pepino mosaic virus, PepMV) es un virus
filamentoso flexuoso que pertenece al género Potexvirus y a la familia Alphaflexiviridae.

PepMV tiene una gran importancia agrondmica porque es el causante de una
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enfermedad que afecta al tomate cultivado y provoca cuantiosas pérdidas econdmicas
en muchas regiones productoras de Europa y América (Gémez, Sempere, y Aranda
2012). Ademads, recientemente, PepMV ha despertado interés como plataforma
biotecnoldgica (Le et al. 2019), y existe un rico arsenal de clones basados en PepMV
(Ruiz-Ramén et al. 2019; Sempere et al. 2011) con diversos usos biotecnoldgicos
potenciales que permiten estudiar la biologia de la interaccidon entre PepMV vy sus
huéspedes. En este trabajo se ha resuelto la estructura del virién de PepMV y de su
proteina de la cdpsida (CP), y se ha estudiado la interaccién de la CP consigo misma vy
con el RNA viral durante el movimiento célula a célula y la encapsidacion del virus. Por
otro lado, se ha estudiado la interaccién entre la CP y proteinas de tomate con el fin de
entender mejor la biologia del virus y su relacidon con el huésped, y proponer posibles
dianas para la mejora de la resistencia a PepMV. Asi, los resultados presentados en esta
tesis suponen avances en el conocimiento fundamental de la biologia de PepMV y
también pueden facilitar posibles aplicaciones en el campo biotecnolégico y

agronémico.

En los siguientes apartados de la introduccion resumiré el estado actual del
conocimiento sobre la arquitectura de la particula de los virus filamentosos flexuosos. A
continuacion, introduciré aspectos de la biologia de PepMV en el contexto del

conocimiento sobre la biologia de potexvirus.

1.1. Los virus filamentosos flexuosos de plantas

Los virus de plantas generalmente presentan capsidas desnudas con simetria
icosaédrica o filamentosa helicoidal (Hull 2013). El RNA de un virus icosaédrico puede
representar el 30% de la masa del virion, mientras que el RNA del virus del mosaico del
tabaco (TMV), un virus filamentoso, representa Unicamente el 6% de la masa del viridn
(Booth, Rabb, y Beniac 2013). Esto sugiere que el ensamblaje de un viridn filamentoso
helicoidal sea bastante mas costoso y menos eficiente que el de un virus icosaédrico. No
obstante, aproximadamente la mitad de las especies conocidas de virus de plantas son

de virus filamentosos (alrededor de 500 especies), y representan un tercio de los
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géneros (Adams et al. 2016; Fauquet et al. 2005). Una de las ventajas funcionales que se
atribuyen a la simetria helicoidal es que es una estructura que permite encapsidar
cualquier longitud de genoma, al contrario que la simetria icosaédrica que se limita al
volumen del interior de la capsida. El género Nepovirus es el género de virus icosaédricos
gue encapsida genomas de mayor tamano, aproximadamente de 7,5 kb, mientras que
las particulas filamentosas flexuosas de virus de la familia Closteroviridae pueden llegar

a encapsidar genomas de 19,3 kb (Dolja 2003).

Los virus filamentosos de plantas pueden ser rigidos o flexuosos. EI Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) reconoce ocho géneros y una familia
(Virgaviridae; Adams, Antoniw, y Kreuze 2009) de virus de plantas filamentosos rigidos,
y 20 géneros y cuatro familias de virus de plantas filamentosos flexuosos (Carstens 2010;
Fauquet et al. 2005), aunque todavia no todos los virus filamentosos conocidos han sido
asignados a géneros, y hay géneros aun no asignados a familias. Todos los virus
filamentosos tienen un genoma de RNA, y la mayoria consta de un Unico tipo de proteina

gue constituye cada uno de los mondmeros (capsdomeros) integrantes de la capsida.

Los virus filamentosos flexuosos de plantas se agrupan en las familias
Alphaflexiviridae (50 especies de las cuales 35 pertenecen al género Potexvirus),
Betaflexiviridae (89 especies), Closteroviridae (49 especies), y Potyviridae (195 especies).
Todos estos virus tienen un genoma monopartito de RNA de cadena sencilla y polaridad
positiva, salvo algunos géneros de la familia Closteroviridae, cuyo genoma esta
segmentado. Las particulas virales de los virus incluidos en estas familias muestran una
arquitectura en la que cientos de copias de la CP se ordenan de manera muy similar y
forman un viridn helicoidal (Kendall et al. 2008) filamentoso y flexuoso de varios cientos

de nm de largo y unos 10-15 nm de diametro.

La clasificacion cldsica de los virus se basa en la relacion filogenética de las
polimerasas de RNA dependientes de RNA (RNA dependent RNA polymerase, RdRp) y
sobre otras caracteristicas genéticas y bioldgicas (ICTV). Esta clasificacion agrupa a la
mayoria de los virus filamentosos flexuosos de plantas en la superfamilia de los similares
a alfavirus (aphavirus-like), puesto que sus replicasas tienen una relacion filogenética
proxima, con actividad metil-transferasa, y tienen un gen que codifica una helicasa de la

superfamilia 1 (Koonin, Dolja, y Morris 1993). Sin embargo, la familia Potyviridae, que a
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dia de hoy se mantiene desclasificada, se aproxima a la superfamilia de los similares a
picornavirus (picornavirus-like). Los miembros de la familia Potyviridae y la superfamilia
de los similares a picornavirus presentan similitudes en sus RdRps, en la expresion de las
proteinas virales a través de una poliproteina, y la presencia de una proteina VPg unida
covalentemente al extremo 5’ de su genoma. Si nos fijamos en la arquitectura de las
particulas virales, los potyvirus, que tienen una capsida helicoidal y filamentosa, no
encajan en absoluto entre los similares a picornavirus, donde prevalecen las capsidas
icosaédricas y las CPs con un plegamiento tipo jelly roll. Esto plantea la idea, cada vez
mas aceptada, de un origen comun del gen de la CP transferido de manera horizontal
entre los virus filamentosos flexuosos (Dolja y Koonin 2018; Koonin, Dolja, y Krupovic
2015). En cualquier caso, aunque el origen sea polifilético (Krupovic, Dolja, y Koonin
2019), debe de existir una arquitectura y organizacién de las CPs mas o menos comun

para los virus con este tipo de capsida (Koonin et al. 2015).

3.1.1. Estructura de los virus filamentosos flexuosos de plantas

Los primeros estudios estructurales sobre virus filamentosos flexuosos revelaron
una arquitectura general comun. En el trabajo de Kendall et al. (2008) se compara la
simetria a baja resolucion del viridn del virus del mosaico de la soja (SMV; un potyvirus)
y del virus X de la patata (PVX; un potexvirus) determinadas por difraccidn de rayos X,
criomicroscopia electrénica (crioEM) y microscopia electrénica de transmisidn. Estos
autores comprobaron que la simetria de ambos virus es muy similar y que solo existe
alguna diferencia menor entre ellas. Las particulas de SMV y PVX son filamentos de 120-
130 A de didmetro en los que las CPs se ordenan de manera helicoidal con
aproximadamente 9 subunidades por giro dejando un estrecho canal en el centro de la
hélice. Afios después, el mismo grupo compard la simetria de tres potexvirus, PVX, el
virus del mosaico de la papaya (PapMV) y el virus del mosaico del narciso (NMV) (Kendall
et al. 2013). Los modelos a baja resolucidén propuestos para estos potexvirus mostraban
una simetria helicoidal dextrdgira, tal y como se observd para los virus filamentosos

rigidos como TMV (Namba y Stubbs 1986). No obstante, en los ultimos afios se han
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obtenido reconstrucciones por crioEM a alta resolucidn del potexvirus del mosaico del
bambu (BaMV) (DiMaio et al. 2015), del potyvirus del mosaico de la sandia (WMV)
(Zamora et al. 2017) y del potyvirus Y de la patata (PVY) (Kezar et al. 2019), ademas del
modelo de PepMV (Agirrezabala et al. 2015) que se presenta en esta tesis. Estos
modelos confirman que los virus filamentosos flexuosos presentan una simetria
helicoidal levégira (Figura 1), y no dextrdgira como se habia propuesto erréneamente

en el pasado.

BaMV PVY

T™MV

Figura 1. Arquitectura de los virus filamentos flexuosos y filamentosos rigidos. En la parte superior se
muestran las estructuras del virion del potexvirus del mosaico del bambu (BaMV) (cédigo PDB 5a2t)
(DiMaio et al. 2015) y del potyvirus Y de la patata (PVY) (cddigo PDB 6hxx) (Kezar et al. 2019) en las que
se aprecia una ordenacion helicoidal levégira de las CPs. En la parte inferior se muestra la estructura del
virién del tobamovirus del mosaico del tabaco (TMV) (cédigo PDB 2om3) (Sachse et al. 2007) que muestra
la arquitectura helicoidal dextrdgira de los virus filamentosos rigidos de plantas. Cada CP se representa
de un color.
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La determinacidn de las estructuras de PepMV y BaMV por un lado, y WMV y PVY
por otro, han permitido la comparacion de particulas filamentosas flexuosas de dos
familias muy alejadas filogenéticamente (Alphaflexiviridae y Potyviridae) casi a nivel
atdmico. Se ha comprobado que tienen una arquitectura casi idéntica con un pitch de
34,5-35 Ay 8,8 subunidades por giro. Esta similitud estructural se debe a una homologia
en el ensamblaje de las CPs que a su vez se debe a la enorme similitud de la topologia
de las CPs de las dos familias, pese a tener secuencias aminoacidicas muy diferentes. Las
CPs de estos virus tienen tres regiones: una regién central rica en hélices alfa que forma
region central de la proteina, un brazo flexible en el extremo N terminal, y una extensién
también flexible en el extremo C terminal (Figura 2A). El brazo flexible N terminal
establece la polimerizacion lateral de la hélice al interaccionar con un surco hidrofébico
en la regidn central de su CP vecina (Figura 2B). El extremo C terminal queda oculto en
el canal interior de la hélice y participa en el ensamblaje longitudinal de Ia
capsida (Agirrezabala et al. 2015; DiMaio et al. 2015; KeZar et al. 2019; Zamora et al.
2017). Ambos contactos permiten cierto movimiento entre subunidades que confiere la
flexibilidad a la particula viral (DiMaio et al. 2015; Zamora et al. 2017). La mayor
diferencia en el ensamblaje de las CPs entre los potexvirus y los potyvirus radica en que
mientras que para los potexvirus el brazo N terminal de una subunidad se proyecta
horizontalmente y contacta Unicamente de manera lateral con su CP vecina
(Agirrezabala et al. 2015; DiMaio et al. 2015), en los potyvirus el brazo N terminal
contacta con su CP vecina y luego gira siguiendo el eje longitudinal contactando con la
CP del giro del nivel inferior de la hélice (Figura 2B) (Kezar et al. 2019; Zamora et al.
2017). Es decir, el brazo flexible en el extremo N terminal de la CP de los potyvirus

soporta la polimerizacién lateral y longitudinal (Kezar et al. 2019; Zamora et al. 2017).
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Figura 2. Estructura de la CP de los virus filamentosos flexuosos de plantas. (A) Representacién de la CP
del virus del mosaico del bambu (BaMV) (cédigo PDB 5a2t) y del virus del mosaico de la sandia (WMV)
(codigo PDB 5odv) en las que se representa en cian el brazo N terminal, en dorado la regién central de la
proteina, y en verde claro el extremo C terminal. En azul oscuro se representa un fragmento del genoma
viral unido al bolsillo de unién a RNA. Entre paréntesis, junto al nombre de cada proteina, aparece el
intervalo de aminodcidos que forman la estructura. (B) Imagen modificada de Zamora et al. (2017).
Representacién de 5 CPs de WMV ensambladas y pertenecientes a 3 giros diferentes de la hélice de la
particula viral. La subunidad N; esta coloreada en funcién del potencial electroestatico de su superficie.
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3.1.2. Homologia estructural entre las CPs de los virus filamentosos flexuosos de

plantas

Como se ha adelantado en el apartado anterior, las CPs de las familias de virus
filamentosos flexuosos de plantas presentan un plegamiento y topologia muy similares
a pesar de la baja identidad de secuencia entre ellas (Figura 3A). La superimposicién de
las estructuras de las regiones centrales de las CPs de los potexvirus y de los potyvirus
presentan un valor de desviacién media cuadratica (RMSD) por debajo de 3 A (KeZar et
al. 2019; Zamora et al. 2017). Esta homologia topoldgica contribuye a la hipdtesis de la
transferencia horizontal del gen de la CP entre familias filogenéticamente alejadas, pero

gue comparten una arquitectura helicoidal flexuosa (Dolja y Koonin 2018).

Otra caracteristica comun de las CPs de los virus filamentosos flexuosos de
plantas es la manera de unirse al RNA viral. Tanto la CP de los potexvirus como la de los
potyvirus, unen cinco nucledtidos en un surco que continta en cada CP a lo largo de la
hélice para formar el virién (Agirrezabala et al. 2015; DiMaio et al. 2015; KeZar et al.
2019; Zamora et al. 2017). En la regidon central de estas CPs hay un bolsillo de unién a
RNA en cuyo fondo encaja un nucledsido mientras que alrededor ocurren interacciones
entre residuos de la CP y el esqueleto de fosfato del RNA (Figura 2A). En concreto,
existen tres aminodcidos (una serina, una arginina y un acido aspartico) conservados en
el bolsillo de unién a RNA de las CPs de las cuatro familias de virus filamentosos flexuosos
de plantas (Dolja, Agranovsky, y Koonin 1991; Zamora et al. 2017) (Figura 3B), a
excepcion de las CPs de dos potexvirus, BaMV y el virus del mosaico de la cebadilla
(foxtail mosaic virus, FOMV), que tienen una histidina en lugar de la arginina. Hoy en dia
no existen mas mapas en 3D de otros virus de plantas filamentosos flexuosos, pero este
bolsillo de unién a RNA esta muy conservado en las CPs de estos virus y es muy posible
gue latopologia y la manera de ensamblar el virion sea muy similar para todas estas CPs.
Recientemente, se ha observado en el modelo de la particula de PVY que existe un
segundo sitio de interaccidn entre la CP y el RNA viral que se encuentra en el extremo C

terminal que se proyecta longitudinalmente en el canal interior (KeZar et al. 2019).
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Figura 3. Homologia estructural entre las CPs de los virus filamentosos flexuosos. (A) Alineamiento
estructural de las CPs del virus del mosaico del bambu (BaMV) (azul) y del virus del mosaico de la sandia
(WMV) (verde). (B) Imagen modificada de Zamora et al. (2017). Secuencias logo consenso de las CPs de
diferentes familias de virus de plantas filamentosos flexuosos. Indicado en gris y con numeros se
representa la distancia calculada por el nimero de residuos (media y desviacién estandar) entre los
aminodcidos invariantes (Ser, Arg y Asp) encuadrados en rojo. El nimero de secuencias de referencias
(RefSeq) alineadas para cada familia se indica debajo del nombre. Los aminodcidos hidrofilicos, neutrales
o hidrofébicos representados en el esquema estdn coloreados de azul, verde o negro, respectivamente.

Los mapas 3D disponibles de CPs de virus flexuosos de plantas muestran una
region intrinsecamente desordenada (dominio NID) en el extremo del brazo N terminal
(Agirrezabala et al. 2015; DiMaio et al. 2015; Yang et al. 2012). El dominio NID ha sido
predicho para miembros de las cuatro familias de virus flexuosos y es muy variable en
longitud y secuencia (Solovyev y Makarov 2016). No se han encontrado dominios NID
en las CPs de los virus filamentosos rigidos de plantas (Solovyev y Makarov 2016), pero
si en la CP de virus icosaédricos y parecen participar en la estabilizacion de la capsida,
en el control de la encapsidacion, desencapsidacién y en la interaccién con acidos
nucleicos (Helgstrand et al. 2004). El dominio NID no es necesario para que se forme el
virion en los potexvirus (Chapman et al. 1992; Lan et al. 2010; Lico et al. 2006; Ozeki et
al. 2009), pero este tipo de motivos desordenados queda expuesto al exterior del virién
y a veces se ha relacionado con reconocimiento molecular (Fink 2005; van der Lee et al.
2014; Van Der Lee et al. 2014; Uversky 2011). Para algunos potexvirus, el dominio NID
de la CP se ha relacionado con la interaccién con factores del huésped, movimiento,
induccidon de sintomas y con la prevencién de agregacién de viriones (Solovyev y

Makarov 2016).
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3.1.3. Diferencias entre la CP de virus filamentosos rigidos y flexuosos

Las estructuras de las particulas de los virus filamentosos rigidos TMV y del virus
del mosaico estriado de la cebada (BSMV), miembros tipo de los géneros Tobamovirus
y Hordeivirus, respectivamente, han sido resueltas a alta resolucion mediante crioEM
(Clare et al. 2015; Clare y Orlova 2010; Ge y Zhou 2011; Sachse et al. 2007). Ademas,
existen modelos de las CPs de otros tobamovirus obtenidos por difraccion de fibra
(Bhyravbhatla, Watowich, y Caspar 1998; Namba, Pattanegek, y Stubbs 1989;
Pattanayek y Stubbs 1992; Stubbs, Warren, y Holmes 1977; Tewary et al. 2011; Wang y
Stubbs 1994). Estos estudios han mostrado que las CPs de los virus filamentosos rigidos
tienen un plegamiento muy similar, y la manera de ensamblarse y unirse al RNA es casi
idéntica entre los géneros Tobamovirus y Hordeivirus. Probablemente, las CPs de los
virus filamentosos rigidos tengan un origen evolutivo comun y su topologia y
oligomerizacion sea similar para todos ellos (Krupovic et al. 2019; Krupovic y Koonin
2017). Estas CPs tienen una regién central formada por cuatro hélices principales
practicamente paralelas, dos hélices menores en los extremos N y C terminales que
estan expuestas en la superficie del viridn, y una pequefia ldmina beta (Figura 4A y 4B).
Todos estos elementos se orientan en el eje radial al formar el virion. Esta estructura no
se parece en absoluto a la topologia de las CPs de los virus filamentosos flexuosos (Figura
3C), y tampoco existen similitudes entre el ensamblaje o el contacto con el RNA. Esto
sugiere que ambos tipos de CP no tengan un origen evolutivo comun, y segun el modelo
propuesto en los trabajos de Krupovic et al. (2019) y Krupovic y Koonin (2017),

provendrian de diferentes proteinas celulares ancestrales.
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Figura 4. Estructura de la CP de un virus filamentoso rigido tipo y su comparacién con la CP de los virus
filamentosos flexuosos. (A) Imagen modificada de Sachse et al. (2007) que muestra el esquema topoldgico
de la CP del virus del mosaico del tabaco (TMV) y el sitio de unién del RNA viral al formar el viriéon. Ny C
sefialan las hélices alfa menores de los extremos N y C de la proteina; LR, RR, RS, LS representan las cuatro
hélices alfa mayores. (B) Modelo estructural de la CP de TMV (cédigo PDB 6i5a) (Song et al. 2019). En azul
se representa la posicion del RNA viral (ssRNA) en el virion ensamblado. (C) Modelos estructurales de la
CP del virus del mosaico del bambu (BaMV) (DiMaio et al. 2015), del virus del mosaico de la sandia (WMV)
(Zamora et al. 2017) y TMV (Song et al. 2019) coloreadas de colores mas frios a mds célidos desde el
extremo N terminal al C terminal.
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3.1.4. Ensamblaje del viridn de potexvirus

Existen algunos trabajos sobre PapMV que abordan como ocurre el ensamblaje
de la particula viral de los potexvirus (Lecours et al. 2006; Tremblay et al. 2006). Estos
trabajos realizados in vitro a partir de CP expresada en E. coli sugieren que primero
oligomerizan unas 20 CPs en forma de discos helicoidales que luego se unen al RNA viral
y se van ensamblando hasta formar el viridn (Lecours et al. 2006; Tremblay et al. 2006).
Este modelo es similar al descrito para TMV (Klug 1999). Se ha propuesto que la
fosforilacion del extremo N terminal de la CP modula la estabilidad de la particula viral
de los potexvirus (Lecours et al. 2006), y existen evidencias de que el extremo N terminal
se puede glicosilar (Tozzini et al. 1994). La glicosilacidn del extremo N terminal de la CP
parece tener el papel de crear una capa de moléculas de agua alrededor del virién que
puede ser importante para mantener la morfologia de la particula viral (Baratova et al.

2004).

La CP de los potexvirus es capaz de unirse a RNA sin especificidad de secuencia
(Agirrezabala et al. 2015) y, sin embargo, Unicamente encapsida el genoma viral. Esto
conduce a laidea de un origen de encapsidacion (OAS) en el RNA viral que desencadene
el ensamblaje de las CPs a su alrededor. Se han descrito OAS para muchos géneros
virales (Newburn y White 2015). Para algunos potexvirus, se ha descrito que el OAS se
ubica en el extremo 5’ del genoma viral, en particular en la primera estructura tallo-
bucle 5'SL1 (Kwon et al. 2005; Sit, Leclerc, y Abou Haidar 1994) que abarca,
principalmente, parte de la region 5'no traducida (5’UTR), y también el principio de la
secuencia del ORF1. En estos trabajos se pone en evidencia que al menos las CPs de PVX
y PapMV no son capaces de formar la particula viral en ausencia del RNA. Por el
contrario, se ha descrito que la CP del virus del mosaico de Althernantera (Althernantera
mosaic virus, AltMV) es capaz de formar particulas virales libres de RNA
(Mukhamedzhanova 2011). Esto sugiere que no es una generalidad para las CPs de los
potexvirus que se necesite la mediacidn del RNA viral para formar capsidas filamentosas
flexuosas. Para PVX, también se ha comprobado que la caperuza 5’ es importante para
desencadenar la encapsidacion del RNA viral (Petrova et al. 2013), y que probablemente
juega un papel conformacional que facilita la interaccién entre la CP y el elemento de

RNA 5’SL1. Cabe destacar que todos los trabajos en relacién con la encapsidacién de los
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potexvirus se han realizado in vitro y tomando como modelo unos pocos miembros del

género.

Ademas de iniciar la encapsidacién del genoma viral, el elemento 5’SL1 y su
entorno participan en otros procesos del ciclo viral. El bucle apical formado por el
tetranucledtido GAAA del 5'SL1 de PVX, asi como la primera de cinco repeticiones de la
secuencia ACCA aguas arriba del 5’'SL1 son necesarias para la replicacién del virus (Kim
et al. 1996; Kwon y Kim 2006; Miller et al. 1998; Miller, Kim, y Hemenway 1999; Park et
al. 2008). También se ha descrito un octanucledtido en el 5’UTR de PVX que
complementa con octanucledtidos en las regiones promotoras de los RNAs
subgendmicos (sgRNAs) 1y 2 que participan en la acumulacidn de los sgRNAs y el RNA

de polaridad negativa (Hu, Pillai-Nair, y Hemenway 2007).

3.1.5. Desensamblaje de la particula y activacion de la traduccién del RNA de

potexvirus

Si consideramos la entrada del virus en una célula como el punto de inicio de la
infeccidn viral, lo que ocurre inmediatamente después es el desensamblaje del viridn.
En el caso de TMV se han propuesto dos modelos que son compatibles entre ellos: el
desensablaje cotraduccional, y el desensamblaje correplicativo (Shaw, Plaskitt, y Wilson
1986; Wu y Shaw 1997; Wu, Xu, y Shaw 1994). En el modelo cotraduccional, las CPs que
unen el extremo del 5’ del genoma viral se desestabilizan y dejan expuesto el 5’UTR del
RNA al que se une el ribosoma. Con el inicio de la traduccion del ORF1, que codifica la
RdRp, se va liberando el RNA viral. En el modelo de desensamblaje correplicativo, la
RdRp recién traducida se une al promotor del 3’"UTR del genoma viral y desplaza las CPs
unidas al RNA conforme sintetiza la cadena complementaria de polaridad negativa (Wu

y Shaw 1997).

En el caso de los potexvirus, se ha observado que los viriones de PVX no se
traducen en germen de trigo, pero al fosforilarse el N terminal de la CP, se desestabiliza
la particula viral y el RNA se vuelve traducible (Atabekov et al. 2001). Por otro lado,

incrementos en la concentracidn de la proteina viral TGB1 en incubaciones con viriones
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de PVX en germen de trigo, resultan en la traduccion del RNA viral (Atabekov et al. 2000;
Kiselyova et al. 2003; Rodionova et al. 2003). La capacidad de la TGB1 de desencadenar
la traducibilidad del RNA viral estd mediada por la interaccion directa entre la TGB1 y el
extremo 5’ del viridn (Karpova et al. 2006; Rodionova et al. 2003). Se ha propuesto que,
tras la transmisidon del virus de una planta a otra, el virién se desensambla por la
fosforilacion de las CPs mediada por kinasas del huésped y se inicia la traduccion del
RNA viral. Una vez puesta en marcha la infeccion viral, la TGB1 se une al extremo 5’ de
los viriones recién formados y participa en el movimiento del virus a las células vecinas
donde desencadena el desensamblaje cotraduccional del RNA viral sin dependencia de
las kinasas del huésped (Atabekov et al. 2000, 2001; Rodionova et al. 2003; Verchot-

Lubicz, Ye, y Bamunusinghe 2007).

1.2. Biologia de PepMV

PepMV es un virus de gran importancia agrondmica porque es el causante de
una preocupante enfermedad que afecta a los cultivos de tomate de gran parte del
mundo y origina graves pérdidas econdmicas (Hanssen y Thomma 2010). Fue descrito
por primera vez en cultivos de pepino dulce en Peru (Jones, Koenig, y Lesemann 1980),
y en 1999 se describid por primera vez como patégeno de tomate en Holanda (Van Der
Vlugt et al. 2002). A dia de hoy, la enfermedad causada por PepMV afecta a cultivos de
las principales zonas productoras de tomate de América, Marruecos y Europa (Gomez
etal. 2012), y estd incluido en la lista de alertas de la Organizacidn Europea de Proteccidn
de Cultivos (EPPO). En Espaiia se describid por primera vez en el afio 2000 (Jorda et al.
2001) y la mayor incidencia de la enfermedad causada por PepMV se da en las provincias
de Murcia, Almeria, Granaday en el Archipiélago Canario (Gomez-Aix et al. 2019; Gémez
et al. 2009; Pagan et al. 2007; Soler-Aleixandre et al. 2007). Los sintomas descritos de
esta enfermedad varian en funcidon de las condiciones ambientales y del aislado
(Hanssen y Thomma 2010). Es habitual observar abullonamiento de las hojas,

maduracion irregular del fruto y una merma en la produccion de las plantas de tomate
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infectadas con PepMV, pero también se conocen aislados necrogénicos mas agresivos
(Hasidw-Jaroszewska et al. 2013; Sempere, Gomez-Aix, et al. 2015). PepMV se transmite
mecanicamente y es complicado conciliar las labores de mantenimiento de las plantas
con una buena profilaxis para contener su diseminacion en las explotaciones. A pesar de
los intentos repetidos de identificacion de fuentes de resistencia (Soler-Aleixandre et al.
2007), no existen variedades comerciales de tomate resistentes a PepMV. Por otro lado,
la proteccidn cruzada utilizando cepas poco agresivas de PepMV se ha observado eficaz
para proteger los cultivos de aislados mas agresivos (Agliero et al. 2018; Hanssen,
Guriérrez-Aguirre, et al. 2010). También se ha descrito que, con una baja probabilidad,
PepMV puede transmitirse por semilla (Hanssen, Mumford, et al. 2010; Salomone y
Roggero 2002), a través del hongo Olpidium virulentus (Alfaro-Fernandez et al. 2010),
por los abejorros utilizados para fertilizar las flores (Shipp et al. 2008) e, incluso, por
mosca blanca (Noél, Hance, y Bragard 2014), aunque en estos ultimos tres casos lo mas
probable es que no exista especificidad en la transmisidn. El estudio de la biologia de la
infeccion por PepMV puede conducir al desarrollo de nuevas estrategias de proteccién

de cultivos frente a PepMV, y a la generacidn de variedades resistentes.

3.1.6. Organizacidon genomica de PepMV

El genoma de PepMV es una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva con
una caperuza en el 5 (5’'Cap) y una cola poliadenilada (poliA) en su extremo 3’, y
contiene cinco marcos abiertos de lectura (ORFs) flanqueados por regiones 5’ y 3’ no
traducidas (5'UTR y 3’UTR) (Figura 5). A grandes trazos, el ciclo infectivo de los
potexvirus comienza una vez que el virus penetra en la célula y se desencapsida el RNA
gendmico (gRNA). El ORF1 se traduce directamente del gRNA y codifica una RdRp que
sintetiza la cadena de polaridad negativa del genoma viral VRNA(-) y 3 RNAs
subgendmicos (sgRNAs) a partir de los cuales se traducen las proteinas del bloque de
tres genes 1, 2 y 3 (TGB1 TGB2 y TGB3) y la proteina de la cdpsida (CP). Los sgRNAs

también tienen 5’Cap y cola poliA (Figura 4).

19



1. Introduccién general

RNA gendmico
5@ | RdRp | |16B2]| 3'UTR

TR Tl | | JLep | T 3

RdRp

VRNA(-)
3' \,7/7\&7/ 7\;,7/7 7\,77/7\77,/ T~ 5,

RdRp

RNA gendmico
S’QI RdRp Li/ii\ii/AAAAAAAAA 3’

5@ T 3

sgRNAs — 5@ . e 3
TGB3

5' @ —{HGRI v 3

Figura 5. Organizaciéon genémica de PepMV y su replicacidn. Representacion esquemdtica del RNA
genodmico, RNA de polaridad negativa (VRNA(-)), y los tres RNAs subgendmicos (sgRNAs). En el RNA
gendmico se representa la caperuza 5’ (C), la cola 3’poliA, las regiones 5’ y 3’ no traducidas (5’UTR y
3’UTR), y los 5 marcos abiertos de lectura que codifican: una polimerasa de RNA dependiente de RNA
(RdRP), las proteinas del bloque de tres genes (TGB1, TGB2 y TGB3) y la proteina de la capsida (CP). En
cada sgRNAs se representa qué ORF se traduce.

3.1.7. Las proteinas virales RARp y TGBs

Hasta el momento solo he descrito aspectos estructurales de la CP y de la
particula de los potexvirus; antes de entrar en detalle en la biologia de los potexvirus,
conviene introducir el resto de proteinas virales. Las proteinas no estructurales de los
potexvirus reorganizan el citoesqueleto y endomembranas del reticulo endopldasmico
(RE) y del aparato de Golgi para poner en marcha los complejos de replicacién del virus
(VRCs), donde se compartimentaliza y protege la replicaciéon (Laliberté y Sanfacon 2010;

Laliberté y Zheng 2014; Ruiz-Ramén et al. 2019; Tilsner et al. 2012). Las proteinas TGB y
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la CP participan en el transporte de la descendencia viral a las células vecinas a través

de los plasmodesmos (PD) (Park, Jeong, y Kim 2014).

La RdRp es la primera proteina viral que se expresa tras la infeccion de la célula.
Aunque para los potexvirus no esta claro donde ocurren las primeras rondas de
replicacion, las replicasas de algunos virus se asocian con endomembranas celulares y
reclutan factores del huésped para crear un entorno favorable para la replicacién
(Mackenzie 2005; Park, Seo, y Kim 2013; Sanfagon y Zhang 2008). La RdRp de PepMV
tiene tres dominios funcionales: un dominio metiltransferasa que coloca el 5’cap de los
RNAs virales, un dominio helicasa que separa duplex de RNA durante la replicacion, y un
dominio ribonucleotidil transferasa que sintetiza nuevas cadenas de RNA. La RdRp
sintetiza la cadena de polaridad negativa del genoma viral vRNA(-) usando como molde
el gRNA. También sintetiza los 3 RNAs subgendmicos (sgRNAs) que codifican (i) la TGB1
traducida a partir del ORF2, (ii) las TGB2 y TGB3 traducidas a partir de los ORFs 3y 4

respectivamente, y (iii) la CP traducida a partir del ORF 5 (Figura 5).

Las proteinas TGB son factores virales que, entre otras cosas, estan implicados
en el reclutamiento de vesiculas del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi en los
VRCs (Ruiz-Ramon et al. 2019; Tilsner et al. 2012). Son criticas en el trafico intra-celular
e inter-celular del RNA viral (Park et al. 2014). Por otro lado, ninguna de las TGBs son
necesarias para la replicacién (Beck et al. 1991; Morozov y Solovyev 2003; Tilsner et al.
2012; Verchot, Angell, y Baulcombe 1998), ni para la encapsidacion (Tilsner et al. 2012).
Las proteinas TGBs también se encuentran en otros géneros de virus filamentosos. Los
géneros con TGBs se pueden clasificar en virus similares a potexvirus (potex-like viruses)
y virus similares a hordeivirus (hordei-like virus) (Adams et al. 2004; King et al. 2011).
Para BSMV, que es un hordeivirus, se ha descrito que los niveles de expresién de las
proteinas TGB estan regulados por la sintesis de los sgRNAs y que las proteinas se
acumulan con una proporcién TGB1:TGB2:TGB3 de 100:10:1 (Jackson et al. 2009;
Johnson et al. 2003). Es de esperar que en el caso de los potexvirus ocurra algo parecido,
y que exista un desfase temporal en los picos de acumulacion de la TGB1, por un lado, y

las proteinas TGB2 y 3 por otro, durante el ciclo infectivo viral.
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La proteina TGB1 pertenece a la superfamilia | de las helicasas de DNA/RNA y
tiene 7 motivos helicasa conservados. El sustrato de la TGB1 de los potexvirus son duplex
de RNA y su actividad helicasa es dependiente de Mg?* y de la hidrdlisis de ATP (Han et
al. 2007; Kalinina et al. 2002; Leshchiner et al. 2006; Lin et al. 2004; Liou et al. 2000). La
TGB1 es, por lo tanto, una proteina con actividad NTPasa y helicasa, capaz de unirse a
RNA. Por su parte, la proteina TGB2 tienen dos dominios transmembrana predichos que
interaccionan con la membrana del RE (Mitra et al. 2003; Morozov y Solovyev 2003). Se
ha comprobado para BaMV que TGB2 se ancla a la membrana del reticulo en forma de
U quedando los extremos N y C terminales de la proteina expuestos en el citoplasma, y
la region central entre los dominios transmembrana queda en el lumen del RE (Hsu et
al. 2008). Ademas, TGB2 es capaz de unirse a RNA sin especificidad de secuencia (Cowan
et al. 2002; Hsu et al. 2009). La proteina TGB3 se traduce por escape del proceso de
rastreo ribosomal (leaky scanning) del codén de inicio de la traduccién de la TGB2
(Verchot et al. 1998), y también es una proteina integral de membrana del RE
(Krishnamurthy et al. 2003). TGB3 tiene un Unico dominio transmembrana. Su extremo
N terminal estd expuesto al lumen del RE y es rico en residuos de carga negativa,
mientras que su extremo C terminal queda expuesto al citoplasma (Krishnamurthy et al.
2003; Morozov y Solovyev 2003). TGB3 tiene un péptido sefial en su extremo
citoplasmatico C terminal muy conservado entre los potexvirus que media su transporte
a los tubulos del RE cortical y que es necesario para su oligomerizacién (Wu, Lee, y Wang

2011).

3.1.8. Infeccién temprana

La infeccidn temprana se puede delimitar temporalmente entre el momento en
el que el virus entra en la célula hasta la compartimentalizacion de la replicacién en los
VRCs. Se acepta que las primeras rondas de traduccidén de las proteinas virales y la
formacidn de los primeros viriones ocurre en el citoplasma, mientras que comienza el
remodelado ultraestructural de la célula mediado por las proteinas virales. Una parte

muy importante de los datos referentes a estos aspectos se han obtenido usando el
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modelo experimental PVX/N. benthamiana, y los grupos del Dr. Oparka (Universidad de
Edimburgo, Escocia) y del Dr. Tilsner (Universidad de St. Andrews, Escocia) han liderado
la obtencién de observaciones y la propuesta de modelos para explicarlas, como se

describe a continuacion.

Al inicio de la infeccion, TGB1 y CP se localizan dentro del canal del PD (Samuels
et al. 2007; Tilsner et al. 2013). Por otro lado, TGB2 y TGB3 se acumulan en el orificio de
entrada al PD y empiezan a remodelar las membranas del RE cortical formando una
estructura que tapona el PD (Tilsner et al. 2013) (Figura 6A). En este tapdn se recluta la
replicasa del virus y se empieza a acumular RNA viral, lo que sugiere que esta estructura
sea un punto de replicacién del virus (Tilsner et al. 2013). En paralelo, la TGB2 induce la
formacién de granulos a partir de membranas de los tubulos del RE y recluta TGB3
(Tilsner et al. 2013) (Figura 6A). Ambas parecen actuar como heterodimero (Lee, Wu, y
Wang 2010). Se ha descrito la presencia de viriones y ribosomas en los granulos
formados por TGB2/3 y también se han asociado con la replicacion de PVX
(Bamunusinghe et al. 2009; Ju et al. 2005). Esto sugiere que puedan funcionar como
incipientes factorias virales. Las TGB2/3 dirigen los granulos a los PDs y los tapones de
los PD se agrandan (Tilsner et al. 2013). Los granulos TGB2/3 encuentran rapidamente
el PD debido a que la superficie del RE es muy mdévil y discurre de manera continua a
través del PD (Tilsner, Amari, y Torrance 2011). Hoy en dia, se acepta para los potexvirus
el modelo propuesto por Tilsner et al. (2013) que sugiere que en los tapones del PD se
acoplan la replicacion y el transporte célula a célula del virus, y se forman incipientes
VRCs (Figura 6B). En este modelo, la replicasa viral se ancla ala membrana de los tapones
del PD y sintetiza los RNAs virales. Algunas cadenas nacientes son utilizadas por
ribosomas como molde para producir proteinas virales. En otras ocasiones, TGB1 separa
el 5" del gRNA recién sintetizado, y la CP encapsida parcial o totalmente el gRNA (Tilsner
y Oparka 2012). A continuacién, TGB1 se une al extremo 5’ del virién (Atabekov et al.
2000; Karpova et al. 2006; Zayakina et al. 2008) y completa el complejo
ribonucleoproteico de movimiento. Luego, TGB1 dirige el complejo a través del PD
(Tilsner et al. 2013). TGB2, que tapiza la superficie del RE que atraviesa el canal del PD,
interacciona con la CP, el RNAy TGB1 (Hsu et al. 2009; Wu et al. 2011). Ademas, se sabe
gue TGB2 y en menor medida TGB3, reclutan TGB1 al PD (Tilsner et al. 2013) y que TGB1
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induce la dilatacién del poro del PD (Howard et al. 2004). Esto sugiere que TGB2 guie el

paso de la ribonucleoproteina de movimiento a través del canal del PD.

Infeccion temprana Infeccion intermedia Infeccion tardia

/"‘X//Z

granulos TGB2/3

Agrégado

hucleo
de TGB1
pared RE
celular
PD
TGB1
TGB3
— ribqsoma
9) Pared celular
(e}

Figura 6. Modelo temporal de la infeccién de PVX y del transporte correplicativo del virus a través del
plasmodesmo (PD). Figura modificada de Tilsner et al. (2013). (A) Desarrollo de los sitios de replicacion de
PVX. En infeccidén temprana, los granulos TGB2/3 son mdviles sobre la red del RE y se anclan al PD donde
ocurre la introduccion de viriones en el poro. Luego, los sitios de replicacidn asociados a PD aumentan de
tamafio por reclutamiento de mas granulos TGB2/3 y forman las estructuras en forma de tapén del PD. A
tiempos tardios de la infeccidn, los granulos TGB2/3 se acumulan alrededor de agregados de TGB1
formando los complejos de replicacion del virus (VRCs) que suelen localizarse perinuclearmente. (B) En
las estructuras en forma de tapon del PD (TGB2/3 cap), TGB2 y TGB3 han remodelado el RE adyacente al
PD donde se ancla un VRC. EI RNA sintetizado por la replicasa es derivado hacia movimiento célula a célula,
quiza con la participacion de la TGB1 como helicasa (caja 1). EI RNA viral naciente se empieza a encapsidar
inmediatamente. TGB1 se une al viridn parcialmente encapsidado y lo dirige al PD (caja 2).
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3.1.9. Formacion de los VRCs

En las células en fase avanzada de infeccidn por potexvirus se establece un VRC
de gran tamafio generalmente perinuclear (Figura 6A). Se ha descrito para PVX que su
formacién tiene como actor principal la TGB1 (Tilsner et al. 2012). TGB1 reordena el
citoesqueleto de la célula y forma agregados de actina donde se acumulan membranas
del RE y del Golgi (Tilsner et al. 2012) (Figura 7). En plantas, el aparato de Golgi y el RE
cortical son muy moviles y se estructuran sobre el citoesqueleto de actina (Boevink et
al. 1998; Sparkes et al. 2009). El reclutamiento de las endomembranas del RE y el Golgi
implica laincorporacion a los VRCs de la TGB2, la TGB3, la RdRp, el RNA viral y ribosomas
(Bamunusinghe et al. 2009; Ju et al. 2005; Tilsner et al. 2009, 2012, 2013). Los VRCs
muestran una regionalizacién de sus componentes (Figura 7): la TGB1 aparece en
acumulos en el centro del VRC que estan rodeados por microfilamentos de actina; la
siguiente capa se compone de vesiculas granulares del RE y el aparato de Golgi asociadas
con TGB2 y 3 que colocalizan con el RNA viral desnudo; el VRC se encuentra dentro de
una jaula formada por viriones que probablemente sea la descendencia viral (Linnik et
al. 2013; Tilsner et al. 2012). Mutaciones individuales de las tres TGBs han demostrado
gue ninguna de ellas es indispensable para la replicacion (Batten, Yoshinari, y
Hemenway 2003; Beck et al. 1991; Morozov y Solovyev 2003; Tilsner et al. 2012; Verchot
et al. 1998), y se ha observado en protoplastos de N. benthamiana que un mutante de
PVX defectivo en las tres TGBs que no forma VRCs es capaz de replicarse y encapsidar
viriones, aunque de forma limitada respecto al virus silvestre (Tilsner et al. 2012). Tilsner
et al. (2012) han propuesto una hipétesis sobre el sentido bioldgico de la formacion de
los VRCs en la fase tardia de la infeccidn. Los potexvirus se transmiten mecanicamente
(Adams et al. 2004), y la estrategia con mas probabilidad de éxito para garantizar la
transmisién entre dos plantas que se rozan, es acumular altas cantidades de viridn en
las células infectadas. Por otro lado, se sabe que TGB1, ademas de ser una proteina de
movimiento, es un activador de la traduccién del RNA al desestabilizar la particula viral
(Atabekov et al. 2000; Karpova et al. 2006; Kiselyova et al. 2003; Rodionova et al. 2003).
Parece entonces que la compartimentalizacion de la TGB1 en el interior de los VRCs,
alejada de los viriones nacientes que quedan en el exterior del VRC, maximizaria la

acumulacién de las particulas virales.
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Figura 7. Regionalizacion del complejo de replicacién de PVX. Modelo esquematico modificado de Tilsner
et al. (2012) de la estructura de un VRC de PVX. El reticulo endopldsmico (gris; RE) y microfilamentos de
actina (rojo) se enrollan alrededor de los acimulos de TGB1 (purpura) que se ubican en el interior del VRC.
Los granulos TGB2/3 (marrén) se concentran sobre el RE del interior del VRC. El RNA viral recién
sintetizado (verde; vRNA libre) en los granulos TGB2/3 se acumula alrededor de los acimulos de TGB1.
Los viriones (negro) se van acumulando en la periferia del VRC.

3.1.10. Interacciones con proteinas del huésped

Sabemos que PepMV, como la mayoria de los virus, induce grandes cambios
transcriptomicos (Hanssen et al. 2011) y de organizacidn subcelular (Minicka et al. 2015;
Ruiz-Ramon et al. 2019) en sus huéspedes. El hecho de que los virus dispongan de un
reducido arsenal de elementos funcionales para poner en marcha procesos tan
complejos, ha conducido a la idea del caracter multifuncional tanto de las estructuras
secundarias del RNA viral (Chen, Huang, y Tsai 2017; Hyodo, Nagai, y Okuno 2017;
Newburny White 2015), como de las proteinas virales (Mathioudakis et al. 2014; Weber

y Bujarski 2015). La limitacién en numero de los factores virales y su naturaleza
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parasitica, hacen que el virus necesite reclutar numerosos factores del huésped (Wang
2015). Se han identificado algunas proteinas de los huéspedes que interaccionan con

proteinas codificadas por potexvirus que pueden tener un papel en el ciclo infectivo.

El dominio polimerasa de la replicasa de BaMV interacciona con una hipotética
AdoMet-metiltransferasa cuya sobreexpresion conduce a una disminucion en la
acumulacién del virus en protoplastos de N. benthamina (Cheng et al. 2009).
Recientemente, se ha identificado una E3 ubiquitina ligasa que interacciona con la RdRp
de BaMV y cuyo silenciamiento conduce a un incremento de la acumulacién del virus, lo
gue sugiere que actie como proteina de defensa frente a BaMV (Chen et al. 2019).
Ademas, se ha identificado que el dominio polimerasa de la RdRp de PepMV actia como
inductor de la respuesta de hipersensibilidad (HR) tanto en aislados necrogénicos como
atenuados (Sempere, Gomez-Aix, et al. 2015). La proteina TGB1 de PepMV interacciona
con la catalasa 1 (CAT1) de tomate que estd implicada en el balance redox de la célula.
La infeccion de PepMV provoca un incremento en la actividad catalasa y el
silenciamiento de genes que codifican catalasas conduce a una reducciéon de la
acumulacién de PepMV (Mathioudakis et al. 2013). Se ha descrito que la TGB1 de
PepMV, asi como la de otros potexvirus, funciona como supresor del mecanismo de
silenciamiento del huésped (Lim, Vaira, Reinsel, et al. 2010; Mathioudakis et al. 2014;
Park et al. 2013; Voinnet, Lederer, y Baulcombe 2000). La TGB1 del virus del mosaico de
plantago asiatica (PIAMV) interacciona con las proteinas SGS3 y RDR6 e inhibe la sintesis
de pequefios RNAs interferentes que actuan en trans (trans-acting siRNA) (Okano et al.
2014). No obstante, se cree que existen diferentes modos de accién de las TGB1s para
inhibir el silenciamiento que varian en funcién del huésped y la especie viral (Park et al.
2013). La TGB2 de PVX interacciona con las proteinas TIP1, 2 y 3 (TGB 12 K Interacting
Proteins) que interaccionan a su vez con el enzima 1, 3 beta-glucanasa que regula el
limite de tamano de exclusion (SEL) del plasmodesmo mediante la degradacién de
callosa (Fridborg et al. 2003). Esta interaccién puede tener un papel durante el
transporte de la ribonucleoproteina de movimiento del virus a través del PD. Por otro
lado, y a diferencia de las TGB3s de PVX y PepMV que se localizan en RE (dato interno
del grupo), la TGB3 de AItMV se localiza en el cloroplasto (Lim, Vaira, Bae, et al. 2010)

donde interacciona con la subunidad PsBO del complejo productor de oxigeno del
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fotosistema Il (Jang et al. 2013). Otro potexvirus, BaMV, ha sido relacionado con este
organulo. Una fosfoglicerato kinasa de cloroplasto une y dirige el RNA de BaMV al
cloroplasto (Cheng et al. 2013). Estos resultados sugieren que algunos potexvirus

puedan utilizar el cloroplasto para organizar sus factorias virales.

En relacién a la CP de PepMV, se ha descrito que interacciona con una Hsp70 de
tomate (Mathioudakis et al. 2012), aunque no se conoce el sentido biolégico de esta
interaccion. Respecto a las CPs de otros potexvirus, se ha determinado que la CP de PVX
interacciona con las proteinas de N. benthamiana NbPCIP1, NbDnal, NbCPIP2a y
NbCPIP2b modulando la replicacién y el movimiento de PVX (Cho et al. 2012; Choi, Cho,
y Kim 2016; Park y Kim 2013). La CP de AItMV interacciona con la proteina AtBOR1, un
transportador de boro, y actia como inductor de necrosis sistémica sensible a
temperatura (Lim et al. 2014). La CP de PepMV también es un determinante de
patogenicidad que es reconocido por la proteina codificada por el gen de resistencia Rx
(Candresse et al. 2010), y cambios en los residuos 155 y 166 de su secuencia proteica
determinan la aparicion de amarilleo en el huésped y la gravedad de los sintomas
(Hasidw-Jaroszewska et al. 2013). Ademas, la CP de PepMYV tiene actividad supresora de
silenciamiento génico mediado por RNA, e interacciona con la proteina TGB1
(Mathioudakis et al. 2014). La CP de PepMV es esencial para el movimiento célula a
célula (Sempere et al. 2011). Algunas funciones descritas para la CP de PVX y BaMV
parecen modularse a través de la fosforilacién de ciertos residuos modificando su

afinidad por el ARN viral (Atabekov et al. 2001; Hung et al. 2014).

A dia de hoy queda mucho por conocer sobre la biologia de las infecciones
virales. Sin duda alguna, la identificacion de nuevas proteinas del huésped que
interaccionan con proteinas virales y su caracterizacion funcional durante el ciclo viral,
tiene un potencial excelente para ampliar el conocimiento de la biologia de las
infecciones virales y proponer dianas para la generacion de nuevas fuentes de

resistencia.
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2. Objetivos

Esta tesis ha tenido como objetivo general el estudio de la CP de PepMV desde
un punto de vista estructural y funcional con el fin de avanzar en el conocimiento sobre
la biologia del virus. La CP tiene como principales caracteristicas que es capaz de unirse
a RNA y de homo-oligomerizar. Muchas de las funciones que se han descrito para la CP
en relacién con la biologia de los potexvirus, como el movimiento célula a célula, el
movimiento sistémico y la encapsidacion, dependen al menos de una de estas dos
caracteristicas. Aunque en la bibliografia existen trabajos en los que se han explorado
las interacciones CP-CP y CP-RNA de los potexvirus, no se conoce con precision la
mecanica de estas. Por otro lado, reiterando la idea de que las proteinas virales son
multifuncionales, determinar factores del hiesped que interaccionen con ellas puede
conducir a describir con mayor exactitud sus funciones en la biologia viral y en el
desarrollo de la enfermedad. Por todo esto, los objetivos parciales de esta tesis han
abordado la interaccidn de la CP de PepMV (i) consigo misma, (ii) con el RNA viral, (iii) y
con proteinas de tomate con el fin de describir sus funciones, y si fuera posible, proponer
genes de tomate candidatos como diana para generar nuevas fuentes de resistencia a

PepMV.
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Por tanto, los objetivos parciales de esta tesis han sido:

e (Caracterizacion de la interaccién CP-CP y CP-RNA en la formacidn del viridn y el
movimiento célula a célula de PepMV.

e Identificacidn del origen de encapsidacion del RNA gendmico de PepMV.

e Busqueda de proteinas de tomate que interaccionan con la CP de PepMV como

posibles dianas de pérdida de susceptibilidad.

Los dos primeros objetivos parciales se corresponden con el capitulo 1 de esta memoria,

y el tercer objetivo parcial con el capitulo 2.
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3. Materiales y métodos

3.2. Material vegetal y fuente de indculo viral

Las plantas de Nicotiana benthamiana y tomate (Solanum lycopersicum cvs.
Money Maker y Micro-Tom) utilizadas en los diferentes experimentos de esta tesis
crecieron en camaras de cultivo o en un invernadero con condiciones controladas
ajustadas a 25 °C dia-18 °C noche y con un ciclo de luz/oscuridad de 16 h/8 h. El aislado
de PepMV utilizado fue PepMV Sp13 (Aguilar et al. 2002) y como iniciador de las

infecciones se utilizé su clon agroinfectivo pBPepXL6 (Sempere et al. 2011).

3.3. Construcciones de DNA

Las secuencias de PepMV clonadas en este trabajo se amplificaron con la polimerasa
Prime Star (Takara) siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando como molde el
plasmido pBPepXL6. Los mutantes de la CP que se utilizaron en los ensayos de
transcomplementacion se generaron por PCRs solapantes (Sambrook y Russell 2001).
Para la amplificacién de las secuencias codificantes (CDS) de transcritos de tomate, se
extrajo RNA total de hoja y raiz con TRI reagent (Molecular Research Center, Inc.). A
continuacion, las preparaciones de RNA se usaron como molde en reacciones de

transcripcién reversa (RT) (Roche) utilizando un oligo-dT. El cDNA resultante se empled
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como molde para las PCRs (Takara). En cada paso se siguieron las indicaciones de los
fabricantes. Los cebadores y el molde utilizado en cada amplificacidn se muestran en la
tabla 1 del Anexo |, y la secuencia de los cebadores se muestran en la tabla 2 del Anexo
I. Todos los productos de PCR se fraccionaron en geles de electroforesis al 0,7% de
agarosa y la banda de interés se recortd y se purific6 mediante columna (iNtRON). Para
la mayoria de construcciones se utilizé la tecnologia de clonaje Gateway (Invitrogen) y
tras la reaccion BP los amplicones se clonaron en el vector donador pDONR/Zeo
(Invitrogen) para su posterior multiplicacion en bacterias Escherichia coli
electrocompetentes de la cepa Topl0. Se obtuvieron preparaciones de DNA de los
vectores de entrada mediante purificacién por columna (Thermo Scientific) y se usaron
en reacciones LR (Invitrogen) para clonar los insertos en los vectores de destino (Anexo
| — tabla 1). Los vectores pGWBs se describen en los trabajos de Nakagawa, Kurose, et
al. (2007), y Nakagawa, Suzuki, et al. (2007). Todos los vectores de expresidon obtenidos
por Gateway se utilizaron para transformar Agrobacterium tumefaciens C58C1, excepto
las construcciones basadas en los plasmidos pGADT7 y pGBKT7 que se usaron para
transformar Saccharomyces cerevisiae cepa AH109 en los ensayos de Y2H, y la
construccion pYL89-SIGSTU38 utilizada para transformar A. tumefaciens GV3101 para el

ensayo de VIGS.

Para la generaciéon de los plasmidos empleados en la edicion de los genes
SIGSTU38, SIRNaseH30 y SIRNaseH60 mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, primero se
disefiaron las guias de RNA (gRNA) GST19, RNH30 y RNH60 con ayuda de la herramienta
online Breaking Cas (bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas) (Oliveros et al. 2016). Para
la eleccidn de las guias se tuvo en cuenta que su posicion fuera lo mas préxima posible
al extremo 5’ de la CDS del gen, que no tuvieran dianas fuera del gen de interés, y que
el gRNA fusionado al RNA scaffold que une la nucleasa Cas9 tuviera un plegamiento
6ptimo (Liang et al. 2016) segun la herramienta MFold
(unafold.rna.albany.edu/?q=mfold) (Zuker 2003) . Para cada guia se disefidé una pareja
de cebadores solapantes con la secuencia de la guia, que al hibridar dejan los dos
extremos 5’ cohesivos con el sitio de corte de Bbsl (Anexo | — tabla 1 y tabla 2). Las
parejas de cebadores se incubaron 5 min a 95 °C y después se dejaron enfriar hasta

temperatura ambiente para formar duplex de DNA. A continuacion, los duplex de DNA
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se clonaron en el plasmido pA58 o pA59 (no publicados) previamente tratados con Bbsl
y se obtuvieron los plasmidos pA58-GST19, pA59-RNH30 y pA59-RNH60 en los que las
guias quedan fusionadas al RNA scaffold. Los plasmidos pA58-GST19, pA59-RNH30 y
pA59-RNH60 fueron digeridos con los enzimas de restriccidn Spel y Kpnl. Los productos
de las digestiones se fraccionaron por electroforesis en geles de agarosa, y se cortaron
y purificaron las bandas de interés. A continuacién, los fragmentos purificados se
clonaron en el vector binario pA60 (no publicado) que porta el gen que expresa la
nucleasa Cas9 y el gen neomicina fosfotransferasa Il (nptll) que se usa como gen de
seleccion tras la transformacion en tomate al conferir resistencia a kanamicina. Los
plasmidos pA60-GST19, pA60-RNH30 y pA60-RNH60 se usaron para transformar A.

tumefaciens electrocompetente de la cepa GV3101.

Para generar los plasmidos pLexA-CP y pLexA-TGB1 utilizados en el escrutinio de
la genoteca de cDNA mediante Y2H, se amplifico la CDS de la CP y TGB1 con las parejas
de cebadores CE802 / CE803 y CE800 / CE801, respectivamente (Anexo | —tabla 2). Estos
cebadores se disefiaron con un sitio de corte del enzima de restriccion Kpnl en sus
extremos 5’. Los productos de PCR se fraccionaron en gel de agarosa, se recorté la banda
de interés, y se purificd por columna (Qiagen). El pldsmido pLexA-N y los amplicones de
la CP y TGB1 se digirieron con el enzima Kpnl y de nuevo se purificé el DNA por columna
(Qiagen). El plasmido pLexA-N se desfosforild con el enzima SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) (Thermo Fisher scientific). Para la reaccion de ligacion de los insertos en
el plasmido se utilizo la ligasa T4 (Promega) siguiendo las indicaciones del fabricante, y
luego se transformaron bacterias E. coli Top10 electrocompetentes con las ligaciones. A
continuacion, se aislaron los pldsmidos pLexA-CP y pLexA-TGB1, y se secuenciaron para

comprobar su correcta insercién.

Para generar los plasmidos p5’SL1-SHAPE y p5’SL1&2-SHAPE se insertaron los
110 y los 198 primeros nucledtidos de PepMV aguas arriba de la secuencia de un
segmento de una estructura tallo-bucle del RNA2 del virus del mosaico y enaciones del
guisante (PEMV) (Wang et al. 2010). Los fragmentos 5’SL1 y 5’SL1&2 se amplificaron con
las parejas de cebadores CE2451 / CE2452 y CE2451 / CE2453, respectivamente (Anexo
| - tabla 2), que introducen un sitio de corte para EcoRl en el extremo 5’ del amplicén, y

otro para Hpal en el extremo 3’. Después de linearizar el vector de destino con los

33



3. Materiales y métodos

mismos enzimas de restriccidn, se incubd con los amplicones en una reaccién de ligacién
con la ligasa T4 (Promega) siguiendo las indicaciones del fabricante. A continuacién, se
transformaron bacterias E. coli Top10 electrocompetentes, se aislaron los plasmidos y

se secuenciaron para comprobar la correcta insercion de los fragmentos.

En los ensayos de observacion de células vivas al microscopio laser confocal se
utilizé el clon agroinfectivo pJL89-PepMV que expresa el virus de tipo silvestre. La
longitud completa del virus fue amplificada con la polimerasa Prime Star (Takara) con
pBPepXL6 como molde y clonada en el vector binario pJL89 mediante la tecnologia de
clonaje Gibson Assembly (New England Biolabs) siguiendo las indicaciones del
fabricante. A. tumefaciens electrocompetente de la cepa C58C1 fue transformada con

pJL89-PepMV.

3.4. Inoculacidn y purificacion de PepMV

La purificacion del virus se realizd a partir de hojas de N. benthamiana infectadas
con PepMV Sp13 (Aguilar et al. 2002). Para la inoculacidn mecéanica de PepMV, se
espolvorearon dos hojas de plantulas con 4-5 hojas verdaderas con carburundo y se
frotaron con un homogeneizado consistente en material vegetal liofilizado de hojas
infectadas con PepMV trituradas en tampdn fosfato 30 mM pH 8,0. A los 14 dias post
inoculacién (dpi) se recolectaron las hojas infectadas sistémicamente y se procedié a la
purificacién de viriones de PepMV siguiendo una metodologia descrita previamente
(AbouHaidar, Xu, y Hefferon 1998) con algunas modificaciones. Las hojas infectadas se
trituraron en una batidora con 2 ml de tampdn de homogenizacion (Tris-acido citrico 0,1
M pH 8,0; 2-mercaptoetanol 0,2%; tioglicolato sdédico 0,01 M) por g de hoja. El
homogeneizado se filtré a través de 5 capas de gasa, se afiadid Triton-X-100 (1% v/v) y
se mezcld durante 15 min en agitacidon constante a 4 °C. Después, se afiadio cloroformo
hasta una concentracion final del 25 % del volumen y se mezclé durante 30 min en
agitacion constante a 4 °C. A continuacién, la mezcla se centrifugd a 12.000 x g, durante
15 miny a 4 °C, y se recupero la fase acuosa a la que se aifadié PEG 6000 hasta una

concentracion de 5 % (w/v). La mezcla se dejo en agitacion constante a 4 °C durante 60
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min para ser luego centrifugada a 10.000 x g durante 15 min. El concentrado resultante
se resuspendid en Tris-acido citrico 0,1 M pH 8,0 con Triton-X-100 1% y se cargd sobre
un colchdn de sacarosa al 30 %. A continuacion, se ultracentrifugd a 86.500 x g durante
3hya4°C.Elconcentrado se resuspendié en Tris-acido citrico 0,1 M pH 8,0 previamente
filtrado y se estimo la cantidad de particulas virales midiendo la densidad dptica (DO) a
260 nm y utilizando el coeficiente de extincion €0.1% = 2,9 (AbouHaidar et al. 1998). Los

viriones se conservaron en la nevera hasta su uso.

3.5. CrioEM, procesamiento de imagen de la particula de

PepMV y construccion del modelo atémico de la CP

El mapa 3D de la particula de PepMV y el modelo atdmico de la CP fueron creados
por el grupo de CrioEM dirigido por el investigador Mikel Valle (Centro de Investigacion
Cooperativa en Biociencias, CIC BioGUNE, Bilbao). Para generar el mapa 3D de la
particula de PepMV, se procesaron imdagenes tomadas mediante crio-microscopia
electronica (crioEM) de viriones purificados de PepMV, y para el modelo atdmico de la
CP se tomé como plantilla la estructura de la CP cristalizada del virus del mosaico de la
papaya (cédigo PDB 4dox) (Yang et al. 2012). Todos los detalles de los procedimientos
realizados para la obtencion del mapa 3D de PepMV y el modelo atémico de la CP se
describen en la publicacién Agirrezabala et al. (2015) que forma parte de los resultados

de esta tesis.

3.6. Codigos de acceso

El mapa 3D de PepMV obtenido por crioEM y el modelo atémico derivado de la
CP se encuentran depositados en las bases de datos Electron Microscopy Data Bank

(www.emdatabank.org) y Protein Data Bank (www.rcsb.org) bajo los cédigos de acceso

EMD-3236 y 5FN1.

35



3. Materiales y métodos

3.7. Agroinfiltracion

Los clones de A. tumefaciens criopreservados en glicerol se revivieron en placas
de medio Luria-Bertani (LB) agar con el antibidtico correspondiente y se incubaron 2 dias
a 28 °C. Una pequefia cantidad de cultivo bacteriano crecido en la placa se afiadié a un
volumen de medio LB mas antibidtico, y el cultivo se incubd a 28 °C y agitacién hasta
una densidad oéptica a 600 nm (DOeoo) de 0,6-0,9. A continuacion, las bacterias se
concentraron mediante centrifugacion a 2.500 x g durante 10 min. El concentrado se
resuspendiod en la mitad del volumen inicial de tampdn de agroinfiltracion (MES 10 mM
pH 5.5; MgCl2 10 mM; acetosiringona 100 mM), y la suspension de bacterias se incubd
a 25 °Cy agitacion. Transcurridas 3 horas, se midié la DOggo de la suspensidn y se ajusto
a la DOeoo final deseada para cada experimento. En este trabajo se han utilizado dos
técnicas de agroinfiltracidon. (i) Para la expresion transitoria de proteinas (ColP,
observaciones de células vivas al microscopio laser confocal) e iniciar la infeccion de
PepMV Spl13 en N. benthamiana se utilizd una jeringa sin aguja para infiltrar la
suspension bacteriana en el envés de las hojas. (ii) Para el ensayo de mutantes de la CP
en N. benthamiana, el mapeo del origen de encapsidaciéon (OAS) de PepMV, vy la
inoculacién de los clones de VIGS en tomate, se recurrid a la agroinfiltracién por vacio.
Para ello, las plantas se sumergieron en suspensiones de A. tumefaciens y se sometieron
avacio en una campana desecadora durante 30 segundos en el caso de N. benthamiana,
y 1 miny 30 seg en el caso de tomate. A continuacion, se rompio el vacio subitamente,
momento en el que ocurre la agroinfiltracion de todas las hojas de la planta. En todas
las suspensiones de A. tumefaciens se incluyd el clon que expresa el supresor de
silenciamiento P19 del virus del enanismo ramificado del tomate (TBSV) a una DOso final

de0,1.

36



3. Materiales y métodos

3.8. Ensayo de los mutantes de 1Ila CP por

transcomplementacion

Se expresé PepGFPACP en solitario, la CP en solitario, y las combinaciones de
PepGFPACP junto a la CP silvestre, o junto a los diferentes mutantes de la CP en N.
benthamiana mediante agroinfiltracion por vacio a una DOeoo final de cada clon de 0,25.
A 4 y 6 dias post-agroinfiltracion (dpa), se fotografiaron hojas agroinfiltradas bajo una
ldampara de luz UV (365 nm) Blak Ray B100-AP (UV products). A 7 dpa, se recolectaron
las hojas de cada tratamiento por separado e inmediatamente después se utilizaron

para purificar viriones siguiendo los pasos ya descritos en este trabajo.

3.9. Purificacion de VLPs

Para el mapeo del OAS se expresé Pep(1-344)GFP y Pep(87-344)GFP junto ala CP
en hojas de N. benthamiana mediante agroinfiltracién por vacio a una DOsgo final de
cada clon de 0,25. A 7 dpa, se recolectaron las hojas de cada tratamiento por separado
y se utilizaron para purificar particulas similares a virus (virus-like particles; VLPs)

siguiendo los pasos ya descritos para la purificacion de PepMV.

3.10. Inmunomarcaje con oro y microscopia electronica de

transmision

Diez pl de las purificaciones de VLPs se incubaron 45 min con glutaraldehido al
2,5 % (Electron Microscopy Science). Una gota de 8 pl se depositd sobre una rejilla de
niquel, malla 200 y soporte Formvar/Carbon (Electron Microscopy Science).
Transcurridos 10 min, la gota fue retirada por capilaridad mediante un trozo de papel
Whatman. Las rejillas se dejaron secar y se prepararon gotas de tampdn fosfato salino

(PBS) sobre un trozo de Parafilm. Cada rejilla se posé boca abajo sobre una gota de PBS
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durante 5 min y luego se transfirid a una gota de PBS con albumina sérica bovina
acetilada (BSA-c) al 5 % (Ectron Microscopy Science) durante 15 min. El anticuerpo
policlonal anti-CP (AC-Diagnostics) se diluyé 80 veces en PBS con BSA-c 5 % y se repartio
en gotas de 20 pul sobre las que se incubaron las rejillas durante 1 hora. A continuacion,
las rejillas se posaron en gotas de PBS durante 5 min. Este paso se repitid 3 veces para
luego colocar las rejillas sobre gotas de 40 pl de PBS con BSA-c 5 % y un anticuerpo anti-
inmunoglobulina G (IgG) de conejo conjugado con particulas de oro coloidal de 10 nm
(Electron Microscopy Science) a una dilucion de trabajo 1:20. Las rejillas se incubaron en
el anticuerpo secundario durante 1 hora y se sometieron después a 4 incubaciones
sucesivas de 5 min sobre gotas de PBS. Luego, se lavaron con agua mili Q y se dejaron
secar sobre papel Whatman. Para contrastarlas, se incubaron durante 1 min sobre una
gota de acetato de uranilo al 2 %. Tras retirar la solucién de contraste sobre un papel
Whatman, se lavaron las rejillas con agua mili Q y se dejaron secar. Las observaciones
de las rejillas se realizaron en un microscopio electréonico de transmisidon Philips TECNAI
12 operando a 100 Kv con cdmara digital megaview llI (Figura 2B, 2C, 8B y 8C del capitulo
1), o en un microscopio electrénico de transmisién JEOL 1011 con cdmara digital de alto

contraste GATAN ORIUS SC200 (Figura 8D del capitulo 1).

3.11. SHAPE in vitro y ex virio

Los plasmidos p5’SL1-SHAPE y p5’SL1&2-SHAPE se usaron como molde en 250 pl
de reaccién de PCR con los cebadores CE2093 y CE1213 (Anexo | — tabla 2). El cebador
forward CE2093 tiene en su extremo 5’ la secuencia del promotor T7. Los productos de
las PCRs se cargaron en un gel de electroforesis al 0,7 % de agarosa, se recortaron las
bandas de interés y se purificaron los productos de PCR T7-5'SL1-SHAPE y T7-5'SL1&2-
SHAPE. Los amplicones se concentraron en un desecador de vacio y todo el volumen
resultante se utilizd6 como molde en reacciones de transcripcion in vitro con la
transcriptasa MEGAshortscript T7 (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Los RNAs se purificaron mediante columna (Ambion), se cuantificaron con un NanoDrop

One (Thermo Scientific) y se conservaron a -20 °C. Por otro lado, a una alicuota de virién
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purificado se le afadié el mismo volumen de tampdn de desmontado 2x (Pronasa E 100
ug/ml; SDS 1 %; Tris-HCl 20 mM pH 7,5; NaCl 0,2 M) y se incubé a 37 °C durante 30 min.
Después el RNA viral se purific6 mediante 2 extracciones consecutivas con fenol-
cloroformo, 3 extracciones con cloroformo, y precipitacidon etandlica a -20 °C durante
toda la noche. Después de recuperar el RNA viral mediante centrifugacion, se lavo el
concentrado con etanol al 70 % y se resuspendid en 20 pl de agua bidestilada estéril. El
andlisis por SHAPE (Selective 2 -Hydroxyl Acylation Analyzed by Primer Extension Assay)
de la estructura secundaria del extremo 5’ del genoma de PepMV se hizo siguiendo el
protocolo descrito por Miras et al. (2015). Brevemente, se utilizaron 500 ng del RNA
transcrito in vitro y 3 ug de RNA viral en un volumen total de 10 ul por reaccion, que
fueron desnaturalizados a 94 °C durante 1 min, y luego incubados en hielo 2 min. Luego
se afiadié a cada reaccién 0.5 pl de inhibidor de RNasa (Takara) y 10 pl de tampdn de
SHAPE (KCI 100 mM; HEPES KOH 50 mM pH7.5; MgCI2 3 mM) con concentraciones
crecientes de cloruro de magnesio (0 mM; 0,1 mM; 0,3 mM; 1 mM; 3 mM; 5 mM; 8 mM),
y se incubaron a 30 °C durante 30 min. Para la modificacién, se aiadié 5,5 pul de cianuro
de benzoilo (BzCN) (Sigma-Aldrich) a las reacciones a modificar, y 5,5 ul de
Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) a las reacciones que sirvieron como
marcadores de tamafo y como control sin modificar, y se incubaron a temperatura
ambiente 2 min. Luego, se precipitd el RNA durante la noche a -20 °C con acetato sédico
(NaOAc) y etanol absoluto en presencia de tRNA de levadura (Invitrogen). Una vez
recuperados los RNAs, se utilizaron para hacer extensién de los cebadores previamente
marcados con ATP fésforo-32 (yP32 ATP) (PerkinElmer). Los cebadores utilizados fueron
CE1213 para los RNAs in vitro, y CE2456 y CE2454 para el RNA viral (Anexo | — tabla 2).
En las reacciones de los marcadores de tamafio, se afadié a la mezcla de
desoxinucledétidos (ddNTP), el didesoxinucledtido ddATP o ddCTP. Las reacciones se
cargaron en un gel desnaturalizante al 4 % de poliacrilamida para su fraccionamiento
por electroforesis. Después de secar el gel, se expuso en una pantalla phosphorimager
(Bio-Rad) y se escaned en un escaner Personal Molecular Imager FX (Bio-Rad). Las
bandas se cuantificaron mediante el programa Quantity One (Bio-Rad) y se normalizo la
intensidad respecto a las bandas de la reaccion no modificada (datos de reactividad). La
estructura secundaria de RNA se construyd con la herramienta MC-Fold (Parisien y

Major 2008) en base a los datos de reactividad.
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3.12. Genoteca de cDNA y escrutinio mediante doble hibrido

en levadura

Para generar la genoteca normalizada de cDNA de tomate utilizada en el
escrutinio mediante doble hibrido en levadura (Y2H), se inocularon plantas de tomate
(cv. Money Maker) en estadio de cuatro hojas verdaderas con PepMV Sp13 (Aguilar et
al. 2002). A 1 dia post inoculacidn (dpi), se recolectaron las hojas inoculadas de 6 plantas
y las hojas equivalentes de plantas sanas en el mismo estado de desarrollo. El
procedimiento se repitid a los 3 dpi y 15 dpi. Adicionalmente, a los 15 dpi, se
recolectaron las hojas superiores no inoculadas de 12 plantas infectadas y 12 plantas
sanas. A continuacidn, se extrajo el RNA total del material vegetal recolectado con TRI
reagent (Molecular Research Center, Inc.) siguiendo el procedimiento descrito por el
fabricante, se mezclaron las preparaciones de RNA y se enviaron a las instalaciones de
Evrogen (Moscu, Rusia) donde se generé la libreria normalizada de cDNA. Después de la
transcripcién reversa de los mRNAs (protocolo de Evrogen), el cDNA de longitud
completa se normalizé mediante nucleasas especificas de duplex (DSN) (Zhulidov 2004).
La libreria normalizada de cDNA se envié a Dualsystems Biotech (Zurich, Switzerland)
donde se insertd en el plasmido presa pGAD-HA de expresidn en levadura que confiere

prototrofia para la leucina.

Levaduras de la cepa NMY51 fueron transformadas con las construcciones
pLexA-CPy pLexA-TGB1 que confieren prototrofia para el triptéfano, y fueron cultivadas
en medio synthetic defined (SD) carente de leucina, triptéfano e histidina (SD-leu/-trp/-
his) con diferentes concentraciones de 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) para establecer el
medio de escrutinio dptimo sin autoactivacion de los genes reporteros mediada por las
construcciones cebo. Tanto para la CP como para TGB1 se determind como medio

Optimo de escrutinio el medio SD-leu/-trp/-his + 1 mM 3-AT.

Los plasmidos pLexA-CP o plLexA-TGB1, y varias alicuotas de la libreria
normalizada de cDNA insertada en pGAD-HA se usaron para cotransformar levaduras
NMY51. Los cultivos de levadura se incubaron en medio SD-leu/-trp/-his + 1 mM de 3-
AT en placas de escrutinio. En el caso de la CP se escrutaron unos 3,6 x 10°

transformantes, de los cuales 48 activaron el gen reportero HIS3 y crecieron en el medio
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de escrutinio. Los 48 clones primarios se transfirieron a medio de escrutinio liquido y se
sometieron a 5 pases de subcultivo para desechar posibles escapes. A continuacidn, los
clones primarios se testaron en un ensayo cuantitativo de actividad beta-galactosidasa
(HTX assay) para comprobar si ocurria activacion de un segundo gen reportero, el gen
lacZ. Treinta y cinco clones primarios fueron beta-galactosidasa positivos. Los plasmidos
presa de los 35 clones secundarios fueron aislados, multiplicados en E. coli y
secuenciados. En el caso de TGB1 se procedié de la misma manera que para la CP. Se
escrutaron unos 3,7 x 10° cotransformantes, de los cuales se obtuvieron 83 clones
primarios protdtrofos para la histidina. Tras 5 pases en medio de escrutinio, se
obtuvieron 50 clones secundarios prototrofos para la histidina y beta-galactosidasa

positivos. Solo se pudieron aislar, multiplicar en E. coli y secuenciar 34 plasmidos presa.

3.13. Ensayo de doble hibrido en levadura

Levaduras AH109 fueron cotransformadas (Gietz y Schiestl 1994) con las
siguientes combinaciones de construcciones: pGADT7-AgT (antigeno T grande de SV40)
+ pGBKT7-p53 (supresor tumoral p53) como control positivo; pGADT7-AgT + pGBKT7-
lamC (lamina C) como control negativo; pGADT7-CP + pGBKT7-lamc como control de la
CP de autoactivacion de la transcripcidn; pGADT7-TGB1 + pGBKT7-lamc como control de
TGB1 de autoactivacion de Ila transcripciéon, pGADT7-AgT + pGBKT7-
GSTU38/RNaseH30/paralogos como controles de autoactivacién de la transcripcién de
las proteinas interactoras y sus paralogos; y finalmente pGADT7-CP/TGB1 + pGBKT7-
GSTU38/RNaseH30/paralogos. Los cultivos de levadura cotransformada se incubaron en
agitacion constante a 30 °C toda la noche, y al dia siguiente se hicieron diluciones
seriadas 1:10, 1:100 y 1:1000. Se sembraron gotas de 3 pl de cada dilucion de cada
cultivo en placas de medio sélido de cotransformacion SD-Leu/-Trp/-His/-Ade, y en 3
medios sdlidos de interaccion SD-Leu/-Trp/-His, SD-Leu/-Trp/-His/ + 2 mM 3-AT, y SD-
Leu/-Trp/-His/-Ade ordenados de menos a mas restringentes. A continuacion, las placas

sembradas se incubaron a 30 °C durante 2-3 dias.
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3.14. Extraccion de proteinas, coinmunoprecipitacion vy

Western blot

Para las coinmunoprecipitaciones (ColPs) se partio de hojas de N. benthamiana
agroinfiltradas con jeringa con los siguientes clones: (i) pPGWB2-CP, (ii) pGWB2-CP y el
plasmido pGWB452 vacio, (iii) pGWB2-CP y pGWBA452-GSTU38, (iv) pGWB2-CP y
pGWB452-RNaseH30, (v) pGWB417-TGB1 y el plasmido pGWB452 vacio, (vi) pGWB417-
TGB1 y pGWB452-RNaseH30. Todos los clones de A. tumefaciens se utilizaron a una
DOsqo final de 0,25 y en todas las suspensiones de bacterias se incluyé el clon pBP19 a
una DOeoo final de 0,1. A 3 dpa se tomaron discos de 2 cm de diametro del area
agroinfiltrada de 3 hojas de 6 plantas de cada tratamiento. El material vegetal se congeld
con nitrogeno liquido y se machacd en un mortero. A continuacion, se afladieron 2 ml
de tampdn RIPA (Tris-HCl pH7,5 10 mM; NaCl 150 mM; EDTA 0,5 mM; SDS 0,1 %; Triton
X-100 1 %; Desoxicholato 1 %) por g de hoja, se mezclé y se dejo reposar en hielo. Las
suspensiones se centrifugaron a 3000 x g durante 15 min a 4 °C, y se recolecto y filtro el
sobrenadante a través de 3 gasas. Este paso se repitid y se recupero el sobrenadante en
tubos de 2 ml para su posterior centrifugacion a 12000 x g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante se pipeted en un tubo nuevo y se guardd a -20 °C hasta su uso. Antes de
la ColP, los extractos de proteinas se preincubaron con particulas de agarosa en tubos
en constante rotacion durante 1 hora a 4 °C, y después se centrifugaron a 2500 x g
durante 2 min y a 4 °C. Los sobrenadantes se recolectaron y se incubaron esta vez con
particulas de agarosa fusionadas a un anticuerpo monoclonal anti-GFP producido en
alpaca (Chromotek). Las ColPs se realizaron con la ayuda de columnas y siguiendo las
indicaciones del fabricante (Chromotek). Los extractos de proteina de partida de la ColP,
y las fracciones unidas a las particulas de agarosa se mezclaron con tampdn de Laemmli
5x (Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM; Glicerol 25 %; SDS 2 %; azul de bromofenol 0,01 %; 2-
mercaptoetanol 5 %) y se cargaron 15 pl y 25 pl respectivamente en un SDS-PAGE. A
continuacion, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham) mediante transferencia himeda. Las membranas se incubaron (i) con un
anticuerpo policlonal anti-CP de PepMV producido en conejo para la deteccion de la CP
(AC diagnostics, Inc.), (ii) con un anti-Myc monoclonal producido en ratén (Sigma-

Aldrich) para la deteccién de Myc-TGB1, (iii) y con un anti-GFP monoclonal producido en
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rata (Chromotek) para la deteccién de la GFP y las proteinas fusionadas a la GFP. Los
anticuerpos primarios se detectaron con anticuerpos anti-lgG producidos en conejo,
ratdn o rata conjugados con la peroxidasa de rabano (Promega), y la posterior
incubacién de la membrana con sustrato quimioluminiscente (ECL) (SuperSignal West
Femto Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). La deteccién de la sefal de
guimioluminiscencia y la captacion de imagen se realizé con un Amersham Imager 600

(GE healthcare life sciences).

3.15. Silenciamiento génico de SIGSTU38 mediado por TRV
(VIGS)

El silenciamiento de SIGSTU38 se realizé en plantas de tomate (cv. Money Maker)
mediante la pareja de vectores basados en el virus del cascabeleo del tabaco (TRV)
PTRV1y pYL89 (Liu, Schiff, y Dinesh-Kumar 2002). Se agroinfiltraron por vacio plantas en
estadio de desarrollo de 4 hojas verdaderas con las suspensiones de A. tumefaciens
compuestas por los clones pTRV1 + pYL89-PDS + pBP19, o pTRV1 + pYL89-GSTU38 +
pBP19 a una DOsqo final de 0,5:0,5:0,1 respectivamente. El silenciamiento satisfactorio
de SIGSTU38 se comprobd para cada planta mediante RT-PCR semicuantitativa. A 15
dpa, se inocularon las plantas silenciadas para PDS y SIGSTU38, y plantas sanas silvestres
con extracto de hojas infectadas sistémicamente de N. benthamiana agroinoculadas con
pBPepXL6. A 20 dpi, se recolectaron por separado todas las hojas por encima de la
inoculada de cada planta y se trituraron en una batidora afladiendo 2 ml de TNA (Tris-
HCl pH 8 100 mM; SDS 2 %; EDTA pH 8 10 mM ) por g de material vegetal. Se recuperaron
500 ul de cada extracto para hacer extraccién de RNA total con TRI reagent (Molecular
Research Center, Inc.). Las preparaciones de RNA se trataron con DNasa | (Sigma-
Aldrich), y se purificaron mediante extraccion fenol-cloroformo y precipitacién
etandlica. La cantidad de RNA extraido se cuantificé en un NanoDrop One (Thermo) y se
normalizé antes de realizar una RT (Roche) utilizando un oligo-dT. El cDNA se utilizé a
continuacion para cuantificacion relativa por qPCR (Kappa) de la acumulacién de PepMV

con la pareja de cebadores CE432 / CE433 (Anexo | - tabla 2) y utilizando como gen
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endogeno el gen del factor de elongacién 1-alfa (EF1a) con la pareja de cebadores

CE1199 y CE1200 (Anexo | - tabla 2).

3.16. Transformacion de Micro-Tom, edicion genética por

CRISPR/Cas y ensayo de susceptibilidad a PepMV

La transformacién de tomate se hizo siguiendo un método descrito previamente
en Eck, Kirk, y Walmsley (2006). Semillas esterilizadas y germinadas de Micro-Tom
crecieron en medio de germinacion sélido (Murashige y Skoog basalt salt (MS) 4,3 g/L;
sacarosa 10 g/L; agar 5 g/L) ajustado a pH 5,7 a 26 °Cy con un ciclo luz/oscuridad de 16
h/8 h. En paralelo, cultivos de A. tumefaciens GV3101 transformados con pA60-GST19,
pA60-RNH30 y pA60-RNH60 crecieron hasta una DOeoo de 0,4. Las bacterias se
concentraron mediante centrifugacidn y se resuspendieron e incubaron en el mismo
volumen de tampon SIM pH 5,5 (citrato sédico 20 mM; sacarosa 2 %) durante 3 h a 25
°C con agitacidon constante. Secciones de cotiledones de plantulas de 6 dias
preincubadas en medio de cocultivo (MS 4,3 g/L; sacarosa 30 g/L; KH2PO4 200 mg/L;
Mio-inositol 100 mg/L; Tiamina-HCI 1,3 mg/L; acido indolacético 0,5 mg/L; kinetina 0,1
mg/L; acetosiringona 100 uM) ajustado a pH 5,5 durante 48 h a 28 °Cy en oscuridad, se
incubaron con las suspensiones de A. tumefaciens durante 10 min. A continuacién, los
cotiledones se secaron con papel de filtro estéril, y se incubaron en medio de cocultivo
sélido durante 48 h a 26 °Cy en oscuridad. Las células de A. tumefaciens se eliminaron
de los cotiledones después de lavados con medio de cocultivo con timentina (Duchefa
Biochemie), y los cotiledones se transfirieron a medio de regeneracion/seleccion sélido
(MS 4,3 g/L; sacarosa 30 g/L; Mio-inositol 100 mg/L; vitaminas Nitsch (1000x) 1 ml/L;
acido indolacético 0,1 mg/L; Zeatina 2 mg/L; Timentina 400 mg/L; Kanamicina 100 mg/L)
ajustado a pH 6,0 y se incubaron a 26 °C con un ciclo luz/oscuridad de 16 h/8 h. Dos
semanas después, aproximadamente, aparecieron las primeras yemas y se llevaron a
cabo subcultivos en medio de regeneracidn/seleccion sélido con la mitad de
concentracion de zeatina de las plantulas cada 3 semanas. Cuando las yemas tuvieron

aproximadamente 15 mm, se transfirieron a medio de enraizamiento selectivo sélido
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(MS 4,3 g/L; sacarosa 20 g/L; Mio-inositol 100 mg/L; Tiamina HCl 1 mg/L; acido
indolacético 0,1 mg/L; Timentina 300 mg/L; Kanamicina 100 mg/L) ajustado a pH 5,7. El
corte de los tallos y los nudos se realizd cada 3 semanas a partir de plantulas crecidas en
medio de seleccién, y transferidas a medio de enraizamiento selectivo nuevo. Este
procedimiento se repitid 3 veces. A continuacién, 4 plantas de cada linea rescatada de
plantas TO con fenotipo silvestre fueron transferidas a macetas con tierra y aclimatadas
en camara de cultivo. Las ediciones en SIGSTU38, SIRNaseH30 y SIRNaseH60 se
identificaron en la generacién T1 mediante PCR directa de tejido con la polimerasa Phire
Tissue direct PCR (Thermo Scientific) y posterior secuenciacion del amplicén. Los
cebadores utilizados en el genotipado de los tres genes de interés aparecen en la tabla
2 del Anexo I. Se seleccionaron plantas homocigotas editadas con un coddn stop
prematuro cerca de la secuencia PAM y se obtuvieron semillas de la generacién T2. Las
dos primeras hojas verdaderas de plantas silvestres y T2 de 3 semanas de edad fueron
inoculadas con 10 pl de una purificacion de virion de PepMV a una concentracion de 100
ng/ul. A 14 dpi, se recolectaron todas las hojas por encima de las inoculadas de cada
planta y se extrajo RNA total con TRI reagent (Molecular Research Center, Inc.). Las
preparaciones de RNA se purificaron con fenol-cloroformo y una precipitacién etandlica.
Tras ser tratados con DNasa | (Sigma-Aldrich), los RNAs se cuantificaron con un
NanoDrop One (Thermo Scientific) y se normalizaron. A continuacidn, se utilizaron para
cuantificar la acumulacién absoluta de PepMV mediante RT-qPCR (NZYTech) siguiendo

las indicaciones del fabricante.

3.17. Microscopia laser confocal de barrido de células vivas

La localizacion de las proteinas fusionadas a proteinas fluorescentes (FPs) se llevé
a cabo en hojas de N. benthamiana como huésped experimental. Los clones de A.
tumefaciens de expresion de las proteinas de fusion a FPs se agroinfiltraron a una DO
600 final de 0,25, mientras que los clones agroinfectivos que expresan PepMV silvestre
y PepGFPm2 se utilizaron a una DO 600 final de 0,2. A los 3-5 dpa, las hojas se infiltraron

con agua para evitar la formacidn de burbujas durante la observacién al microscopio.
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Inmediatamente después, se montaron secciones de hoja en un portaobjetos (Linea
LAB) con ayuda de cinta adhesiva de doble cara, y se cubrié con un cristal cubreobjetos
#1.5 (Duran group) afadiendo previamente una pequefia gota de agua entre la muestra
y el cubreobjetos. Todas las imagenes fueron tomadas en un microscopio laser confocal
de barrido Leica SP8 con un objetivo 63x de inmersion en glicerol (Leica). Las longitudes
de onda de excitacidn utilizadas fueron: 488 nm para GFP; 514 nm para YFP; 561 nm
para mRFP. Los rangos de deteccidon fueron optimizados para cada FP, y se empled
barrido secuencial en todas las colocalizaciones de dos proteinas fluorescentes. Las
condiciones del microscopio y los detectores hibridos (Leica) se ajustaron para cada
imagen individual para optimizar el contraste. Las imagenes se tomaron utilizando el
programa LasX (Leica) y en el caso de algunas series en el eje z se utilizé la herramienta
de mdaxima proyeccidn. Las imagenes fueron posteriormente exportadas a Power Point

(Microsoft) para montar las figuras.
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4. Analisis estructural de la proteina de Ia
capsida e identificacion de un origen de
encapsidacion (OAS)

4.1. Introduccion

Parte de los resultados incluidos en este capitulo estan descritos en la
publicacion de Agirrezabala et al. (2015), que se realizé en colaboracién con el grupo de
CrioEM dirigido por el investigador Mikel Valle (Centro de Investigacién Cooperativa en
Biociencias, CIC BioGUNE, Bilbao) y en la que participé con un papel destacado. A
continuacion, describo el trabajo realizado por el grupo de CrioEM, y en los resultados
describo mi aportacién al trabajo, asi como resultados adicionales posteriores sobre la

encapsidacion del RNA viral.

A partir de particulas de PepMV purificadas, se resolvié y se modelizd la
estructura del virién mediante crioEM con una resolucién casi atémica, de 3,9 A. El mapa
estructural mostré una arquitectura helicoidal levégira, con un didmetro de 130 Ay un
canal interior de 13 A de didmetro (Figura 1A). La particula de PepMV presenta un pitch
de 34,6 Ay 8,7 CPs por giro (Figura 1B). El mapa de crioEM alcanzé una resolucién que
permitio generar un modelo atémico de la CP de PepMV (Figura 1C) mediante modelado
iterativo partiendo de la estructura de la CP del virus del mosaico de la papaya (PapMV)

(Yang et al. 2012). La estructura de la CP de PepMYV tiene tres regiones principales: un
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brazo flexible N-terminal, una regidn central y una extensidon C-terminal representados
en purpura, azul y amarillo respectivamente en la figura 1A-C. Los primeros 20
aminodacidos del extremo N-terminal no se incluyeron en el modelo atémico porque esa
region se proyecta mads alld de la estructura helicoidal y su densidad se desvanece
debido a su flexibilidad. La estructura modelada para la CP muestra un plegamiento
formado Unicamente por hélices alfa (Figura 1C). El ensamblaje helicoidal de PepMV
estda mediado por el brazo N-terminal y la extensidon C-terminal de la CP. El brazo N-
terminal de cada subunidad interacciona con un surco hidrofébico en la regién central
de la CP precedente y establece el contacto principal lateral entre CPs en el
ordenamiento de la hélice (Figura 1A y 1D). Por otro lado, la extensién C-terminal, un
coil largo con una hélice alfa en su extremo, forma el canal interno del virus (Fig. 1B).
Este segmento C-terminal describe un giro que discurre a lo largo del eje longitudinal
del canal y crea una red de pequefias interacciones locales (Fig. 1B y 1E), donde cada CP
contacta a sus CPs vecinas en los niveles superior e inferior. De esta manera, las
extensiones C-terminal son responsables de las interacciones verticales que sustentan

la formacién de la hélice.

El RNA viral discurre en una hélice de 70 A de didmetro (Fig. 1B). Cada CP une
cinco ribonucleétidos (Fig. 1C), lo que supone que el genoma completo de PepMV
requiere 1290 CPs ordenadas en una particula de 510 nm, con un incremento axial por
CP de 3,95 A. El modelo de simulacién por dindmica molecular de un RNA polyU de 5
ribonucledtidos interaccionando con 4 CPs tetramerizadas (Figura 1F) mostré que el
RNA se aloja en un surco continuado con alto potencial electropositivo formado por las

CPs a lo largo de los giros de hélice.

Los modelos construidos permitieron identificar residuos potencialmente
criticos para el mantenimiento de la estructura de la particula viral, que parecen
participar en la interaccion CP-CP, y la interaccién CP-RNA. Para validar
experimentalmente estas interacciones, puse a punto y utilicé un sistema experimental
para testar mutantes en la CP de PepMV con rapidez y eficacia; los resultados obtenidos
se describen a continuaciéon. Ademas, los modelos y datos experimentales generados

sugirieron que la interaccion CP-RNA es independiente de la secuencia de nucledtidos,
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lo cual contrasta con la encapsidacién especifica del RNA viral en el virién. También

abordé esta cuestion, como se describe a continuacion.

B p=8.7 subunidades/giro

C ) 2, Ext.C-ter (206-237)
“ >\/t

34.6 A

P=

Regidn central
(52-205) Brazo N-ter (21-51)

Figura 1. Estructura por crioEM de PepMV y modelo atédmico de la CP. (A, B) Representacion del mapa 3D
de densidad de PepMV que muestra una simetria helicoidal levégira con un pitch helicoidal P=34,6 A. El
mapa se ve segmentado en cuanto a dominios y se colorea en purpura el brazo N terminal, en azul la
region central y en amarillo la extension C terminal. El corte longitudinal de la particula (B) muestra la
localizacién del RNA viral (ssRNA; en rojo) que forma una hélice de 70 A. (C) Se muestra la densidad aislada
de una CP de PepMV semi-transparente, y la representacién superpuesta del modelo atémico de la CP.
También se representa el RNA viral (ssRNA). De nuevo el cédigo de color es: en purpura el brazo N
terminal, en azul la regidn central, y en amarillo la extensidén C terminal. (D) Se ilustran las interacciones
del brazo flexible N terminal, que median en los contactos laterales de las CPs. La subunidad N; se une a
un surco hidrofébico en la subunidad N;.; a través del brazo N terminal. (E) Modelo de las interacciones a
través de la regidon C terminal flexible, que median en los contactos axiales de las CPs. Densidades
segmentadas de seis CPs vistas desde el interior del virién. La subunidad N; aparece en semi-transparencia
e incluye la representacién del modelo atémico de la CP. (F) Se ilustra la interaccion entre la CP y el RNA
viral en el viridon. Representacion de un corte longitudinal de cuatro CPs de dos giros de hélice
consecutivos con el RNA viral (ssRNA) entre ellos. Las superficies moleculares se colorean en funcién de
su potencial electrostatico usando una escala de colores que van de -5KT (rojo) a +5KT (azul).
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4.2. Resultados

4.2.1. Puesta a punto de un sistema en trans de ensayo de mutantes de la CP

Con el fin de establecer un sistema para ensayar mutantes en la CP que
simplificara los pasos de clonaje necesarios, se recurrié a un clon de PepMV que expresa
la GFP en lugar de la CP (PepGFPACP) (Sempere et al. 2011). Este clon no es capaz de
establecer focos de infeccion multicelulares en hoja agroinfiltrada dado que la CP es
indispensable en el movimiento célula a célula (Sempere et al. 2011). Al coexpresar
PepGFPACP y la CP silvestre en trans, se restaura el movimiento célula a célula y hay
formacién de focos de infeccidn en hojas agroinfiltradas (Sempere et al. 2011). Un grupo
de plantas de N. benthamina se agroinfiltré por vacio para coexpresar PepGFPACP y la
CP silvestre en trans, y otro grupo se agroinfiltré para expresar Gnicamente la CP (Figura
2A). Aproximadamente a los 7 dpa, se recolectaron todas las hojas agroinfiltradas y se
purificd PepMV. Las preparaciones de viriones se observaron al microscopio electrénico
de transmisidon después de inmunomarcar la CP con oro. En las preparaciones a partir
de plantas que expresaban solo la CP no se observod ninguna particula parecida a virus
(virus-like particle, VLP) y solo se encontré alguna particula de oro muy dispersa (Figura
2B). Por el contrario, en las preparaciones de plantas que coexpresaban PepGFPACP y la
CP en trans se observaron numerosas particulas virales marcadas con oro (Figura 2C). A
continuacion, las preparaciones de viriones se analizaron por Western blot utilizando un
anticuerpo anti-CP de PepMV, y Unicamente se detectd la CP en la purificacidn de virion
realizada a partir de hojas que expresaban PepGFPACP junto a la CP (Figura 2D). Estos
resultados indican que la CP de PepMV, por si sola, no es capaz de formar particulas
virales, y para ello se requiere la presencia del RNA viral. También permite descartar que
RNAs endoégenos de la planta, sirvan para iniciar la formacién de particular virales.
Ademas, el sistema descrito hace posible generar con rapidez y testar con eficacia
mutantes de la CP en residuos potencialmente criticos en la interaccién CP-RNA o CP-CP
y, por lo tanto, potencialmente relevantes en la formacion de viriones o en el

movimiento célula a célula.
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Figura 2. La complementacién en trans de PepGFPACP con la CP resulta en la formacion de viriones. (A)
Representacidn esquematica de las construcciones utilizadas para la transformacién transitoria de plantas
de N. benthamiana y el procedimiento seguido en los ensayos de transcomplementacion. Las plantas
fueron agroinfiltradas por vacio para expresar la CP sola, o expresar PepGFPACP junto a la CP. A los 7 dias
post agroinfiltracidn (dpa), se recolectaron todas las hojas infiltradas para purificar PepMV. RdRp:
polimerasa de RNA dependiente de RNA; TGB1, 2 y 3: bloque de tres genes 1, 2 y 3; SGP: promotor
subgendmico; GFP: proteina verde fluorescente; CP: proteina de la capsida. (B, C) Observacion al
microscopio electréonico de transmisién (TEM) de preparaciones de PepMV inmunomarcadas con oro
contra la CP. (B) No se observaron particulas de PepMV en la preparacién a partir de hojas que expresaban
solo la CP. (C) Viriones de PepMV marcados de manera especifica con oro en la preparacion de virus a
partir de hojas que expresaban PepGFPACP + CP. (D) Western blot para detectar la CP en las preparaciones
de PepMV. Solo se detecté la CP en la preparacidn a partir de hojas que expresaban PepGFPACP + CP.
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4.2.2. Interaccién entre la CP y el RNA viral

A partir del modelo de simulacién por dindmica molecular de un RNA polyU de 5
ribonucledtidos y 4 CPs tetramerizadas, se identificd la posible interaccion en las
posiciones 1y 3 del RNA con los residuos S92 y S94 en un lado, y Q203 en el lado opuesto
(Figura 3A). La torsion del esqueleto azucar-fosfato con dngulos de 85° y 130° en estas
posiciones (Figura 3B) permite la unién de la base del nucledtido en posicidon 2 en un
bolsillo profundo de la CP (Figura 3C). Tres residuos polares, R124, D163 y K196
establecen puentes de hidrégeno con esta base del RNA. El residuo D163 esta en la
region mas conservada en las CPs del género Potexvirus, y en la secuencia consenso
FDFFD (Anexo Il — Figura 1) constituye el suelo del bolsillo de interacciéon con el RNA.
Para comprobar la relevancia de estos residuos en la interaccion CP-RNA, se generaron
y testaron mutantes de la CP con sustituciones de un aminodcido en las posiciones K93,
R124, D163, K196 o0 Q203 en ensayos de transcomplementacién de PepGFPACP. A los 4
y 6 dpa se monitorizd la aparicién de focos de infeccion verde fluorescentes bajo la
ldmpara UV y al microscopio laser confocal. Los resultados (Figura 3D) mostraron que
los mutantes de la CP en los residuos R124, D163 y K196 que forman el bolsillo de unién
a RNA no restauraron el movimiento célula a célula de PepGFPACP, lo que sugiere una
disrupcion de la interaccion CP-RNA necesaria en el transporte intercelular del virus. El
mutante K93A en el que se sustituye un residuo que se encuentra entre dos aminoacidos
(592 y S94) que interaccionan con el esqueleto azlcar-fosfato del RNA tampoco restaura
el movimiento célula a célula del virus defectivo de la CP probablemente también debido
a la pérdida de la interaccion CP-RNA. En el caso del mutante Q203A, parece que hay
una ralentizacién en el crecimiento de los focos, pero no una disrupcion total del

movimiento célula a célula.

También se comprobd mediante Western blot si al expresar las CPs mutadas
junto al virus defectivo de la CP en hojas de N. benthamiana se podian purificar virones
ensamblados. Se logrd purificar viriones al suministrar en trans la CP silvestre y el
mutante Q203A (Figura 3E), mientras que los cambios de un Unico aminoacido en las
posiciones K93, R124, D163, K196 de la CP condujeron a la ausencia de viriones. Esto

sugiere que la alteracidon de la interaccién CP-RNA, probablemente con un efecto
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cooperativo entre los miles de CPs que deben construir los viriones, impide el

ensamblaje de la particula viral.
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Figura 3. Analisis funcional de los residuos de la CP que interaccionan con el RNA viral. (A) Aumento de la
interaccién entre la CP y el RNA viral. Los residuos que interaccionan con el esqueleto azucar-fosfato del
RNA estan realzados, asi como algunas posiciones del pentarribonucleétido poliU. (B) Detalle estructural
de la densidad del RNA asociado a una CP. El RNA es un pentarribonucleétido poliU de cadena sencilla
modelado. S1 y S2 indican las dos torsiones del esqueleto azucar-fosfato provocadas por la interaccién
con la CP. Aparece encuadrada la representacion de la densidad del RNA segun las medidas de resolucion
local (azul equivale a unos 4 A, y rojo a 6 A de resolucién). (C) Aumento de la interaccion entre la CP y el
RNA viral en el bolsillo de unidén a RNA. Los residuos que interaccionan con la base del nucledtido en
posicion 2 (U2) del RNA estan realzados. (D) Ensayo de transcomplementacién entre PepGFPACP y varias
CPs mutantes. Las imagenes muestras hojas de N. benthamiana observadas bajo iluminacién UV a4y 6
dias post agroinfiltracidn (dpa), y bajo el microscopio laser confocal a 6 dpa para detectar la expresidn de
GFP y la aparicién de focos fluorescentes. (E) Western blot para detectar la presencia de CP en las
purificaciones de viriones a partir de hojas que expresan PepGFPACP y las CPs mutantes.
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4.2.3. La interaccion CP-CP en el virion ensamblado

El residuo F28 del N terminal de cada capsémero se encaja en un bolsillo del
surco hidrofébico del precedente (Figura 1D y 4A). Para la CP de PapMV (Yang et al.
2012) y de BaMV (DiMaio et al. 2015) se han observado interacciones parecidas en las
que participan los residuos F13 y W41, respectivamente. La relevancia in vivo del residuo
F28 en el movimiento célula a célula y la encapsidacién se comprobd por
complementacion en trans de PepGFPACP con un mutante en la posicién F28 de la CP y
posterior purificacion de viriones. El mutante en posicion F28 restauré el movimiento
célula a célula del virus defectivo en la CP (Figura 4B), pero no produjo particulas virales
(Figura 4C), lo que validé la hipdtesis de partida y, ademads, sugirid que el movimiento
intercelular y la encapsidacidon son procesos que pueden ser desacoplados. En este
ensayo también se incluyd como control la transcomplementacién de PepGFPACP con
el mutante K63A. El residuo K63 se encuentra en la superficie expuesta al solvente del
virion y no participa ni en la interaccion CP-RNA, ni CP-CP. La sustitucion del residuo K63
no derivd en la disrupcion del movimiento célula a célula, ni en la pérdida de la

capacidad de encapsidar el RNA viral.
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Figura 4. Analisis funcional de un residuo de la CP que participa en el contacto lateral entre CPs en el virién
de PepMV. (A) Representacidn semi-transparente y superposicion de la estructura atémica de la region
central del capsémero Ni.j, y representacién de la estructura atémica del brazo N terminal del capsémero
N; alojado en el surco de la regidn central de Nii. El residuo F28 que se encaja en un bolsillo hidrofébico
aparece resaltado. (B) Ensayo de transcomplementacion que muestra que la sustitucién del residuo F28
permite el movimiento célula a célula. Imagenes de hojas de N. benthamiana bajo iluminacion UVa 4y 6
dias post agroinfiltracién (dpa), y bajo el microscopio laser confocal a 6 dpa. El mutante K63A es un control
positivo con una sustitucién en un residuo expuesto en el virion. (C) Western blot contra la CP de
preparaciones de viriones a partir de hojas que PepGFPACP y las CPs mutantes. La complementacién con
el mutante de la CP con la sustitucion en el residuo F28 no mostro sefial de virus purificado.

4.2.4. Existe homologia estructural entre la CP de los potexvirus y la NP de los

phlebovirus

Para buscar homdlogos estructurales de la CP de PepMV, se utilizé el servidor
Dali (Holm y Tosenstrom, 2010). Se pudo comprobar que la estructura de la CP de los
potexvirus comparte su topologia con la de las nucleoproteinas (NPs) de varios
representantes del género Phlebovirus (familia Bunyaviridae), como el virus de la fiebre
del valle del Rift (RVFV), el virus Toscana (TOSV), y el virus de la fiebre severa con
trombocitopenia (SFTSV). Estos virus infectan animales, incluyendo humanos, son
transmitidos por artrépodos y causan importantes problemas de salud publica. Sus NPs
se asocian con los tres RNAs de cadena sencilla y polaridad negativa que constituyen el
genoma de los phlebovirus, formando tres ribonucleoproteinas en forma de collar de
cuentas que quedan protegidas dentro de una envuelta glicoproteica (Freiberg et al.
2008; Huiskonen et al. 2009). Los géneros Potexvirus y Phlebovirus pertenecen a
superfamilias de virus de RNA diferentes, no obstante, la CP de los potexvirus y la NP de
los phlebovirus presentan una topologia muy similar (ilustrada por RVFV) (Figura 9A y
9C), con un TM-score de 0,51 cuando son alineadas, lo que apunta a una familia de
plegamiento comun (Zhang y Skolnick, 2005). El TM-score es una medida de la similitud
entre la estructura terciaria de dos proteinas. Su valor puede variar entre 0 y 1, siendo
1 el alineamiento perfecto de dos estructuras terciarias, y a partir de 0,5 se asume que
dos proteinas tienen el mismo plegamiento. Las similitudes incluyen: la topologia

completa de la regidn central que forma un dominio compuesto de hélices alfa; el brazo
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N-terminal y su sitio de unidn a la proteina adyacente, y por lo tanto el mecanismo de
oligomerizacidn lateral; el surco para la unién con el RNA viral; y la posicion relativa de
todos estos elementos. La divergencia entre la CP de los potexvirus y la NP de los
phlebovirus se encuentra en sus regiones C-terminales. El extremo C-terminal de la CP
de PepMV sobresale del nucleo de la proteina (Fig. 9B) y permite las interacciones
longitudinales para construir la hélice. El extremo C-terminal de la NP de los phlebovirus
se pliega hacia la regidn central de la proteina y forma parte del sitio de unidon a RNA
donde se alojan siete bases por NP (Fig 9D). La posicion del extremo C-terminal de las
NPs de los phlebovirus no permite el ensamblaje longitudinal, por lo tanto, las RNPs
guedan ensambladas de manera mas holgada (Raymond et al. 2012) que las particulas

virales de los potexvirus.
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Figura 5. Homologia estructural entre la CP de PepMV y la NP de los phlebovirus. (A-D) Las estructuras
atémicas la CP de PepMV y de la NP de RVFV (cddigo PDB 4h50) (Raymond et al. 2012) se representan en
orientaciones similares. Las representaciones incluyen el respectivo RNA viral (ssRNA). Ambas proteinas
estan coloreadas en modo arcoiris y su similitud topoldgica se ve clara cuando se les retira la regién C
terminal (A y C). Las regiones C terminales aparece en gris en By D.
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4.2.5. El extremo 5’ del RNA gendémico de PepMV es necesario para la formacién

de particulas virales

El trabajo descrito mads arriba demostré que la CP de PepMV es dependiente del
RNA viral para formar viriones (Figura 2). Esto conduce a la idea de la existencia de un
origen de encapsidacion (OAS) en el genoma de PepMV. Se sabe que para otros
potexvirus el OAS se encuentra en el extremo 5’ del genoma viral, y en concreto para
PVX, en el 5’SL1 (Kwon et al. 2005; Sit, Leclerc, y Abou Haidar 1994). Una prediccién de
estructura secundaria del extremo 5'-terminal del RNA de PepMV mostré la posible
existencia de una estructura muy parecido al 5’SL1 de PVX (Figura 6A). Cabe destacar
gue pese a la enorme homologia estructural entre el elemento 5'SL1 de PepMV y PVX,
sus secuencias son muy distintas (Figura 6B). En la prediccion de la estructura secundaria
del extremo 5 de PepMV, los 27 primeros nucleétidos del RNA estan desapareados y
contintan con el 5’SL1, que abarca del nucledtido 27 al 110. La prediccion de la
estructura secundaria del 5’SL1 de PepMV tiene un tetranucleétido GAAA en su
extremo, igual que ocurre con PVX. El codén AUG de inicio de la traduccién de la RdRp

se encuentra en los nucledtidos en posiciones 87 a 89, y forma parte del 5’SL1.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

PepMV_110nt gaaaacaaaauaaauaaauaaauauacaaaguuaaacuaacacag—-———-—-—-—-—-—--——---— 45
PVX 110nt gaaaacuaaacca-uacac----- caccaacacaaccaaacccaccacgcccaauuguua 54
- *hkkhkkx Khkk * kk K *k kK *k ok kkk kK
PepMV_110nt cauaaccacguggaaaaacagcgaaagcacuuuaccacaudaugucucguguuagaaaua 105
PVX 110nt cacacccgcuugaadaagcaagucugacaaauggccaaagugcgcgaggu-uuacca=——— 110
*k ok kK Kk kk kkkk K%k * x * *kk Kk Kk * * Kk kkk *

PepMV_110nt cuuug 110

PVX 110nt  -—=—— 110

Figura 6. Prediccién de la estructura secundaria del extremo 5 del genoma de PepMV y PVX. (A)
Prediccidn de la estructura secundaria de los 110 primeros nucleétidos de PepMV y PVX generadas con la
herramienta Mfold (Zuker, 2003). En verde se resalta la secuencia del ORF1. (B) Alineamiento de los 110
primeros nucleétidos del genoma de PepMV y PVX generado con la herramiento Clustal Omega. En rojo
se resalta el tetraloop GAAA del extremo del 5’SL1, y en verde el coddn de inicio del ORF1.

Para identificar un posible OAS en el RNA de PepMV se abordd un ensayo de
deleciones basado en el sistema experimental puesto a punto como se describe mas
arriba. Asi, se generaron los clones Pep(1-344)GFP y Pep(87-344)GFP. El primero expresa
los 344 primeros nucledtidos de la secuencia de PepMV fusionados al gen de la GFP de
tal manera que el coddn de inicio de la traduccién de la RdRp (en la posicion 87) queda
en fase traduccional con la CDS de la GFP (Figura 7A). Pep(87-344)GFP es idéntico a

Pep(1-344)GFP, pero con una delecion de los nucleétidos 1 a 86 del extremo 5’ del
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genoma y por lo tanto carece del 5’SL1 (Figura 7A). EI RNA que expresa el clon Pep(87-
344)GFP comienza en el coddn de inicio de la traduccion de la RdRp y es una fusion de
los primeros 258 nucledétidos de la CDS de la RdRp a la CDS de la GFP. Ambos clones se
generaron como fusiones a la GFP para monitorizar la expresion de RNA sin necesidad
de realizar extracciones y andlisis de RNA. Al expresar mediante agroinfiltracion
cualquiera de las dos construcciones en hojas de N. benthamiana pudimos observar bajo
el microscopio de fluorescencia la sefial emitida por la GFP (Figura 7B). Se concluyé que
ambas construcciones expresaban el RNA de interés. Los clones Pep(1-344)GFP y
Pep(87-344)GFP se coexpresaron con la CP de PepMV mediante agroinfiltracion por
vacio de plantas completas de N. benthamiana. A los 7 dpa se recolectaron las hojas
agroinfiltradas para realizar purificaciones de VLPs, que se observaron en un
microscopio electrénico de transmision (Figura 8A). Solo se identificaron unas
estructuras que recordaron a VLPs en la preparacion de Pep(1-344)GFP (Figura 8By 8C).
Para confirmar estas observaciones, se inmnomarcé la CP en la preparacion de Pep(1-
344)GFP, identificandose inequivocamente VLPs (Figura 8D). Estos resultados sugieren
gue el OAS de PepMV se encuentra en la posicién predicha del 5’ UTR del genoma viral.
Cabe destacar que con este sistema se obtiene una baja cantidad de VLPs, lo que
dificulta su rastreo en las rejillas de microscopia electrénica y, por lo tanto, esta

estrategia se descartd para un mapeo mas fino del OAS.
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A 5'sL1

RdRp (1-258) RdRp (1-258)
355 P 355 P

Pep(1-344)GFP Pep(87-344)GFP

Pep(1-344)GFP Pep(87-344)GFP

Figura 7. Pep(1-344)GFP y Pep(87-344)GFP expresan un RNA traducible. (A) Representacién esquematica
de Pep(1-344)GFP y Pep(87-344)GFP. 35S: promotor 35S; 5'SL1: estructura tallo-bucle 1 del extremo 5’;
RdRp: polimerasa de RNA dependiente de RNA y entre paréntesis la longitud de la sequencia nucleotidica
de RdRp; GFP: proteina verde fluorescente. (B) Observacién al microscopio de fluorescencia del borde de
un area de hoja de N. benthamiana agroinfiltrada con Pep(1-344)GFP y Pep(87-344)GFP.
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SL1

RdR GFP
355 ’ + 35
Pep(1-344)GFP
mo - + =0

Agroinfiltracién
por vacio

Pep(87-344)GFP

7 dpa

Purificacion de VLPs ﬁ Microscopia electrénica de transmision

Figura 8. El OAS de PepMV se localiza en el extremo 5’ del genoma viral. (A) Representacién esquematica
de las construcciones utilizadas para la transformacién transitoria de plantas de N. benthamiana y
procedimiento experimental. A 7 dias post agroinfiltracién (7 dpa) por vacio de Pep(1-344)GFP + CP, o
Pep(87-344)GFP + CP, se recolectaron las hojas infiltradas para purificar particulas parecidas a virus (virus-
like particles; VLPs). (B, C) Micrografias tomadas con un microscopio electrénico de transmisién Philips
Tecnai 12 de VLPs de Pep(1-344)GFP. Las flechas (B) sefialan VLPs. (D) Micrografia de VLPs de Pep(1-
344)GFP inmunomarcadas con oro. Imagen tomada con un microscopio electrénico de transmision Jeol
1011.
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4.2.6. SHAPE in vitro y ex virio del origen de encapsidacion en el extremo 5’ del

RNA genémico de PepMV

La estructura secundaria del 5’SL1 de PepMV fue resuelta mediante acilacion de
los grupos 2’-hidroxilo analizada por extensién del cebador (SHAPE). Este experimento
se hizo utilizando RNA in vitro y RNA ex virio. Para el ensayo de SHAPE de RNA in vitro se
utilizé6 como molde el transcrito in vitro del extremo 5’ del genoma de PepMV, mientras
gue para el SHAPE de RNA ex virio se utilizé RNA viral desencapsidado. Los RNAs in vitro
y ex virio se trataron con cianuro de benzoilo (BzCN) que modifica los nucledtidos
accesibles no apareados con independencia de secuencia de manera que se bloquea la
transcripcién reversa (Mortimer y Weeks, 2008). La extension del cebador de los RNAs
modificados mostré que la estructura del 5'SL1 del RNA in vitro es idéntica a la del RNA
viral (Figura 9A). Esto sugiere que el plegamiento del 5'SL1 no se ve influido por la
longitud completa del genoma del virus. A continuacién, ensayos de SHAPE con
concentraciones crecientes de Mg?* mostraron que el plegamiento del 5'SL1 se
mantenia constante con independencia de la concentracion de cationes divalentes. Los
primeros 26 nucleétidos del RNA viral mostraron una alta reactividad con el agente
BzCN, lo que indica que estan desapareados. El 5’SL1 abarca del nucleétido 27 al 110y
tiene forma de horquilla (Figura 9C), tal y como mostrd la predicciéon (Figura 6A). Desde
la base del 5’SL1 hasta su extremo aparecen dos bucles internos (L1 y L2), tres
protuberancias (B1, B2 y B3) y un bucle apical (HL1) en el extremo de la horquilla (Figura
9C). El bucle HL1 esta formado por 14 nucleétidos que van de la posicion 62 a 75. Esto
contrasta con el tetraloop GAAA en el apice del 5’'SL1 resuelto para PVX (Miller et al.
1998), o predicho para PepMV (Figura 6A). Ademas, los nucledtidos en las posiciones
G66 y G72 que flanquean el tetraloop GAAA presentan una reactividad muy alta, lo que
indica que estan desapareados y no forman el duplex necesario para que se forme el

tetraloop GAAA (Figura 9Ay 9C).
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Figura 9. Estructura secundaria del estremo 5’ del genoma de PepMV determinado por SHAPE. (A, B)
Productos de la extensiéon del cebador a partir de RNAs molde in vtro y ex virio tratados (+) y sin tratar (-)
con BzCN fraccionados en un PAGE desnaturalizante. Los marcadores de tamafio se generaron por
transcripcién reversa de RNA sin modificar en presencia de ddCTP (G) o ddATP (U). (A) Las posiciones U12,
U38, U48, U56, G66, G72, U76, U90 y U95 se indican a la derecha. G66 y G72 aparecen coloreadas segun
la escala de colores de la reactividad en el SHAPE. Las regiones mas accesibles que forman los bucles 1y
2 (L1y L2), los protuberancias 1y 2 (B1y B2) y el bucle apical (HL1) del elemento tallo-bucle 1 del extremo
5’ (5’SL1) se sefialan a la izquierda del gel. (B) Las posiciones U95, G110, U133, U145, U167, y U178 se
indican a la derecha. Las regiones mas accesibles que forman el bucle 1 (L1) de 5’SL1, y el bucle 3 (L3) y el
bucle apical (HL2) del elemento tallo-bucle 2 del extremo 5’ (5’SL2) se sefialan a la izquierda del gel. (C)
Modelo de la estructura secundaria el extremo 5’ del genoma de PepMV. El cédigo de colores indica los
niveles de reactividad al BzCN de cada nucleétido, donde los colores calidos indican mayor modificacién.

El genoma de PepMV tiene otra estructura bucle-tallo (5’SL2) predicha justo
aguas abajo del 5’SL1. Este elemento de RNA también se ha estudiado para PVX (Miller,
Plante, Kim, Brown, & Hemenway, 1998). Para resolver la estructura del 5’SL2 se utilizé
de nuevo la técnica de SHAPE, y de nuevo, no se observaron diferencias entre las
estructuras obtenidas a partir de RNAs in vitro o ex virio (Figura 9B). La extension del
cebador mostré que 5’SL1 y 5’SL2 estan unidos a través de 5 nucledtidos (GAAAAA)
desapareados (Figura 9C). La horquilla 5’SL2 abarca del nucledtido 116 al 198 y se
identific6 una regidén expuesta (HL2) modificada por el compuesto BzCN que
corresponde al bucle del extremo de la horquilla, formado por 20 nucledtidos entre las
posiciones 146 a la 165 del genoma viral (Figura 9C). En 5’SL2 hay otra regién expuesta

al agente modificante que corresponde a un bucle interno (L3) (Figura 9C).
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4.3. Discusion

En este trabajo se ha generado un modelo de alta resolucidn de la particula de
PepMV y de la CP, y se han identificado residuos criticos que participan en la interaccién
CP-CP y CP-RNA durante la formacion del virion y el movimiento célula a célula,
contribuyendo a entender aspectos fundamentales de la relacién estructura-funcién de
la CP y la particula de potexvirus. El mapa de crioEM de PepMV tiene la resolucién mas
alta que se ha logrado nunca para un potexvirus, y la segunda que se ha alcanzado para
un virus filamentoso flexible por detrds del mapa de PVY resuelto recientemente (Kezar
et al. 2019). La arquitectura de PepMV es una hélice levogira (Figura 1A), y no dextrdgira
como proponian los primeros modelos crioEM de potexvirus que se inspiraron en la
particula de TMV para su reconstruccidon (Kendall et al. 2008, 2013). El mapa 3D
obtenido por crioEM de PepMV, asi como el de BaMV (DiMaio et al. 2015), logran una
resolucidon que ha permitido crear modelos atdomicos de las CPs ensambladas y han
confirmado la simetria helicoidal levégira de la particula de los potexvirus. Como para
BaMV (DiMaio et al. 2015), las interacciones entre CPs a través del brazo N-terminal y la
region C-terminal permiten movimientos relativos entre CPs y explican la naturaleza
flexuosa del virion de los potexvirus. Ademas, el mapa de la particula de PepMV es el
primero que ha resuelto la estructura del RNA viral dentro de la capsida de un virus
filamentoso flexuoso. La sefial separa claramente cada nucleétido de manera individual,
pero no es posible identificar las bases debido a que las secciones de viridn empleadas
para la reconstruccidon del mapa encapsidan diferentes tramos de secuencia del RNA
viral. Esto ha permitido observaciones adicionales nunca antes hechas, como

determinar la interaccion entre la CP y el RNA viral.

4.3.1. El ensamblaje del viridn y el movimiento célula a célula son procesos que

requieren la misma interaccién CP-RNA, pero que se pueden desacoplar

La interaccion CP-RNA es necesaria ademas de para la formacidn del virién, para
el movimiento célula a célula del virus. En este trabajo se ha descrito con precision casi

atomica, un bolsillo de unidn a RNA en la regidn central de la CP en el que se acopla la
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base de un nucledtido del RNA viral (Figura 3C) y que tiene un tamafio lo suficientemente
grande como para alojar pirimidinas o purinas. La presencia de tres aminoacidos (R124,
D163y K196) asegura la interaccion mediante puentes de hidrégeno con el RNA sea cual
sea el nucledtido. En los ensayos de transcomplementacion y purificacidon de virus se
comprobd que los aminodcidos R124, D163 y K196 son necesarios para el movimiento
célula a célula y para la encapsidacion (Figura 3D y 3E), lo que sugiere que la sustitucion
de cualquiera de ellos conduce a una disrupcién de la interaccién CP-RNA necesaria para
el transporte intercelular del virus y para la encapsidacién. Por otro lado, parece que los
residuos en posicion S92 y S93 interaccionan con la cadena azucar-fosfato del RNA y
permiten su torsion, lo que conduce al acoplamiento de la base del nucledtido dentro
del bolsillo de unidn a RNA. La sustitucion K93A condujo de nuevo a la pérdida del
movimiento célula a célula y la ausencia de viriones (Figura 3D y 3E), debido
posiblemente a cambios estructurales en el loop que contiene S92 y S94, y la
consecuente disrupcidn de la interaccién CP-RNA. El residuo Q203 se encuentra en el
extremo C de la hélice alfa que forma la base de la extension C terminal. Este residuo
queda por encima del bolsillo de unidn a RNA y parece interaccionar con la cadena
azucar fosfato permitiendo una segunda torsidn del RNA. La sustitucion Q203A condujo
a una ralentizacién del movimiento célula a célula y a la formacién de viriones (Figura
3D y 3E). Es posible que este residuo participe en la interaccion CP-RNA, pero no de
manera critica, y su sustitucién conduzca a una pérdida de afinidad o de estabilidad de

la interaccion.

Nuestros resultados indican que la unidn del RNA a la CP durante el movimiento
célula a célula y durante la encapsidacidon ocurre en el mismo sitio de la CP, y
probablemente este sea el Unico sitio de unidon a RNA de la proteina. Esto apoya la idea
de que el movimiento célula a célula y la encapsidacidn estén acoplados, y que el virus
se mueve a través del PD encapsidado, o parcialmente encapsidado (Tilsner et al. 2013;
Verchot-Lubicz et al. 2010). No obstante, al sustituir el residuo F28 que participa en la
oligomerizacién lateral de las CPs, se mantuvo el movimiento célula a célula, pero no se
recuperaron particulas virales (Figura 4B y 4C). Este resultado sugiere que el RNA del
virus no necesite encapsidarse para moverse a través del PD, lo que apoya la hipétesis

de que el tréfico de los potexvirus a través del PD esta mediado por un complejo de
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movimiento ribonucleoproteico (RNP) y no por la formacién de viriones (Lough et al.
2000). Es posible que el trafico de los potexvirus a través del PD ocurra de las dos
maneras, mediado por un complejo RNP formado al menos por el RNA viral, una CP y
una TGB1, y que también ocurra en forma de viridn total o parcialmente encapsidado.
El movimiento célula a célula tiene lugar a tiempos muy tempranos de la infeccién
(Tilsner et al. 2013), cuando la CP se acumula a niveles muy bajos. En este momento
puede que se imponga el transporte intercelular mediado por un complejo RNP en el
gue participen una o unas pocas CPs. Al avanzar la infeccidn, el RNA viral es mas
susceptible de encapsidarse total o parcialmente por la mayor acumulacion de CP en la

célula.

No es la primera vez que se logra desacoplar movimiento célula a célula y
encapsidaciéon de un potexvirus. En el trabajo de Lough et al. (2000), la deleciéon de los 5
Ultimos aminodcidos del extremo C terminal de la CP del potexvirus del mosaico del
trébol blanco (WCIMV) conduce a una pérdida del movimiento célula a célula, pero
permite la formacion de viriones. En principio, esta mutaciéon no afectaria a la
interaccion CP-RNA ya que permite el ensamblaje de viriones, por lo tanto, queda
pendiente entender el papel que juega el extremo C terminal de la CP en el movimiento
célula a célula. Quiza el extremo C terminal participe en la interaccién con la TGB1 o con

algun factor del huésped para formar la RNP de movimiento.

4.3.2. La homologia entre la CP de los virus filamentosos flexuosos de plantas y la

NP de los phlebovirus sugiere una transferencia horizontal del gen CP/NP

A dia de hoy, ademas del modelo de PepMV, existen modelos a alta resolucion
de las CPs de otros cuatro virus filamentosos flexuosos de plantas, que incluyen dos
miembros del género Potexvirus (Agirrezabala et al. 2015; DiMaio et al. 2015) y dos
miembros del género Potyvirus (Kezar et al. 2019; Zamora et al. 2017). Estas CPs tienen
el mismo plegamiento, se ensamblan de la misma manera para formar el virién y
comparten el bolsillo de interaccién con el RNA formado por una serina, una arginina 'y

un acido aspartico conservados en todas las familias de virus filamentosos flexuosos de
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plantas (Zamora et al. 2017). Debido a esta homologia, se cree que las CPs de los virus
filamentosos flexuosos de plantas tienen un origen evolutivo comun y que el gen que la
codifica se transfirid horizontalmente entre familias muy alejadas filogenéticamente
(Koonin, Dolja, y Krupovic 2015; Zamora et al. 2017). En este trabajo se ha ido mas all3,
y se ha identificado la homologia estructural entre la CP de PepMV y la NP de algunos
miembros del género Phlebovirus (familia Bunyaviridae). Los phlebovirus son virus de
RNA de polaridad negativa y genoma segmentado que pertenecen a una superfamilia
diferente a los potexvirus. La organizacion gendmica y la aquitectura de la particula de
los phlebovirus es totalmente diferente a las de los potexvirus. Estos virus tienen
envuelta lipidica y son esféricos, y en su interior se encuentran las ribonucleoproteinas
formadas por los RNA virales cubiertos por NPs. Los estudios cristalograficos sobre las
NPs de los phlebovirus muestran oligémeros tetraméricos, pentaméricos y hexaméricos
en los que cada NP interacciona con la regién central de la NP adyacente a través del
brazo N-terminal (Zhou et al. 2013) siguiendo el mismo mecanismo de oligomerizacién
lateral visto en los potexvirus. Las NPs de phlebovirus también tienen el mismo surco de
unién a RNA que tienen los virus filamentosos flexuosos de plantas (Figura 5). Las CPs
de los virus filamentosos flexuosos de plantas y las NPs de los phlebovirus tienen en
comun que protegen el RNA viral. Por otro lado, estos virus pertenecen a grupos
evolutivamente muy distantes, y nunca antes se habia evidenciado la homologia
estructural entre ellos. Este trabajo aporta datos que pueden sugerir una transferencia
génica horizontal entre los géneros de virus filamentosos flexuosos de plantas y el
género Phlebovirus. Mientras que los potexvirus y el resto de virus filamentosos
flexuosos infectan plantas, los miembros del género Phlebovirus infectan animales.
Algunos miembros de la familia Bunyaviridae, que pertenecen al género Tospovirus, se
transmiten y replican en artrépodos, e infectan plantas (Ammar et al. 2009; Guu, Zheng,
y Tao 2012). Un tipo similar de virus pudo haber mediado la transferencia de los genes

CP/NP entre grupos distanciados de virus y con diferentes gamas de huéspedes.
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4.3.3. El OAS de PepMV se encuentra en el extremo 5’ de su genoma y funciona

de manera modular

Las CPs de algunos miembros del género potexvirus son capaces de oligomerizar
in vitro en forma de VLP (A. Mukhamedzhanova 2011). Por el contrario, otras CPs de
potexvirus requieren la presencia del RNA viral que funciona como andamiaje para la
formacién de VLPs in vitro (Kwon et al. 2005; Sit, Leclerc, y Abou Haidar 1994). Los
resultados obtenidos al utilizar el sistema de expresidn in planta de la CP y PepGFPACP,
sugieren que la CP de PepMV requiere la presencia del RNA viral para oligomerizar y
formar el virién. Ademas, la CP de PepMV no parece tener afinidad por ningin RNA
enddgeno de la planta capaz de iniciar la encapsidacidn. Estos resultados conducen a la
idea de que la CP de PepMV encapsida con alta especificidad el RNA gendmico del virus
y no RNAs foraneos, lo que supondria una disminucidn de la eficiencia en la transmision.
En el caso de la CP de PVX es necesario el RNA gendmico para formar VLPs y se ha
identificado el OAS en el extremo del elemento de RNA 5’SL1 del virus (Kwon et al. 2005).
La funcion como OAS del 5'SL1 depende de la estructura secundaria y es independiente
de secuencia (Kwon et al. 2005). Los autores de este trabajo logran acotar la secuencia
entre los nucleétidos 51 a 84 del genoma de PVX como el elemento minimo necesario
para iniciar la encapsidacion de RNAs de diferentes longitudes. No obstante, este y el
resto de trabajos sobre encapsidaciéon de potexvirus se realizaron en condiciones in
vitro. En esta tesis se ha obtenido evidencia de que el OAS de PepMV también se
encuentra en el entorno del extremo 5’ del genoma, muy probablemente en el 5'SL1, y
se ha resuelto su estructura secundaria mediante SHAPE. El 5'SL1 de PepMV, que las
predicciones asemejaban mucho al 5'SL1 de PVX, tiene la mayor diferencia respecto al
de PVX en el bucle apical. En PVX el apice del 5’SL1 es un tetraloop de secuencia GAAA
gue ha sido ampliamente estudiado y se ha relacionado con la replicacién del virus
(Miller et al. 1998). En cambio, el 5'SL1 de PepMV tiene un bucle apical de 14
nucledtidos, pero que contiene un GAAA flanqueado por nucledtidos complementarios
gue de aparearse formarian el mismo tetraloop. EI 5’'SL1 de PVX también se ha

comprobado que es necesario para el movimiento célula a célula del RNA viral (Lough
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et al. 2006). Este elemento de RNA funciona como sefial de reconocimiento del RNA viral

por parte de la CP, y parece mediar en los procesos que requieren la interaccién CP-RNA.

Por otro lado, ademas de mapear el OAS de PepMV, se ha logrado purificar VLPs
producidas in planta proporcionando a la CP un RNA no replicativo que contiene el
extremo 5 del genoma viral fusionado a un RNA heterdlogo correspondiente al
transcrito de la GFP. Al igual que ocurre con un sistema similar basado en TMV (Saunders
y Lomonossoff 2017), parece que la longitud del RNA define la longitud de la VLP. En el
trabajo de Saunders y Lomonossoff (2017) utilizan RNAs de distinta longitud que
incluyen el OAS de TMV para generar VLPs de diferentes tamafos decoradas con un
péptido al que se une cobalto-platino con el fin de generar nano-cables. En los ultimos
tiempos la virologia sintética de plantas ha despertado mucho interés en los campos de
la nano-biotecnologia y nano-medicina (Steele et al. 2017). Por ejemplo, se han
observado recientemente las propiedades tumor homing de PepMV y PVX (Le et al.
2019). Segun los resultados obtenidos en esta tesis, seria posible desarrollar un sistema
de produccién en planta de VLPs que se dirijan a tumores, con la posibilidad de decorar
las CPs con efectores y con la capacidad de contener RNAs de cargo. Por estas
posibilidades biotecnoldgicas, creo que el estudio del OAS de PepMV es de gran interés

en el campo nano-biotecnoldgico.
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